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 RESUMO 
 
O ácido succínico é um ácido dicarboxílico que foi reconhecido como um dos doze 
principais compostos químicos que podem ser utilizados para sintetizar todo um 
espectro de produtos valiosos. Atualmente, este produto químico é produzido 
principalmente por via petroquímica por meio da hidrogenação do anidrido maleico, 
um processo que é relativamente caro e contribui para problemas ambientais. A 
produção de ácido succínico de base biológica através da fermentação microbiana 
tem sido amplamente investigada em todo o mundo. Desta forma, este trabalho teve 
como objetivo, estudar a produção fermentativa de ácido succínico a partir de 
Actinobacillus succinogenes. Primeiramente avaliaram-se os efeitos de diferentes 
razões C:N, fontes de carbono e a concentração inicial do carbono no crescimento 
celular, produção de ácido succínico e rendimento (YP/S). Foram utilizadas como 
fontes de carbono a glicose, xilose e sacarose e as faixas de C:N variaram de 2,5:1 a 
35:1. A produção de ácido succínico foi melhor na razão C:N de 12,5:1; tanto para a 
produção de ácido succínico quanto para o rendimento do produto em relação ao 
substrato (YP/S). A fonte de carbono que apresentou melhor resultado foi a glicose com 
concentrações acima de 7,5 g.L-1. Na segunda etapa foi realizado um Planejamento 
Experimental Fatorial Fracionário 25-1, com o intuito de verificar quais variáveis 
influenciariam mais o processo. Os fatores analisados e os seus níveis foram os 
seguintes: concentração de glicose (19,29 - 42,45 g.L-1); extrato de levedura (5 -11 
g.L-1); temperatura (33 - 410C); pH (6 - 8) e agitação (100 – 300 rpm). Com os 
resultados obtidos pôde-se verificar que as variáveis que mais influenciaram na 
produção de ácido succínico foram pH, extrato de levedura e temperatura. As 
melhores condições para produção de ácido succínico obtidas foram: temperatura (37-
44°C), concentração de extrato de levedura (acima de 14 g.L-1) e pH em torno de 7. 
Nestas condições atingiu-se concentrações de ácido succínico de 17.5 g.L-1. 
 
  
ABSTRACT 
 
Succinic acid is a C4-dicarboxylic acid has been recognized as one of the top twelve 
building-blocks chemicals compounds that can be utilized to synthesize a whole 
spectrum of valuable commodities. Currently, this chemical is mainly produced petro-
chemically through hydrogenation of maleic anhydride, a process that is relatively 
expensive and contributes to environmental problems. The bio-based production of 
succinic acid through microbial fermentation has been extensively investigated 
worldwide. Thus, this study aimed to study the fermentative production of succinic acid 
from Actinobacillus succinogenes. First the effects of different carbon:nitrogen (C:N) 
ratios, carbon source and initial carbon concentration, in liquid medium used for 
submerged fermentation, on biomass growth, succinic acid production and yield of 
product in substrate (YP/S) were studied. It was used three carbon sources as substrate 
such as glucose, xylose and sucrose and the C:N ratios studied were in the range of 
2.5-35. The succinic acid production was best at a C:N ratio of 12.5:1, as much for the 
succinic acid production as for the yield of product in relation to the substrate (YP/S).  
For the biomass growth the C:N ratios of 2.5:1, 5:1 and 10:1 had only presented 
significant difference with regards to the too much assays. The substrate that presents 
the best results was the glucose with succinic acid concentrations up to 7.5 g.L-1. In 
the second step, a Fractional Factorial Experimental Design 25-1 was carried out, in 
order to verify which variables would most influence the process. The factors analyzed 
and their levels were as follows: glucose concentration (19.29 - 42.45 g.L-1); yeast 
extract (5 -11 g.L-1); temperature (33-41°C); pH (6-8) and stirring (100-300rpm). By 
results, it can be verified that the variables that the most influenced succinic acid 
production were pH, yeast extract and temperature. The best conditions for succinic 
acid production were in the range from 37-44oC for temperature, concentrations of 
yeast extract up to 14g.L-1 and pH around 7. It was reached 17.5 g.L-1 of succinic acid.
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1.1 INTRODUÇÃO 
 
A biotecnologia, aplicada em prol do meio ambiente, está se tornando uma 
força direcionadora para a indústria em função da crescente importância dada a 
fatores como poluição, maior utilização de recursos renováveis e substituição da 
energia convencional pela limpa (RYAN e DORSCH, 2002; ZEIKUS et al., 1999). 
No século passado, a indústria química foi fortemente entrelaçada com a 
indústria do petróleo. O aumento dos preços do petróleo e o impacto ambiental de 
muitos processos petroquímicos estão impondo a reconsideração de muitas das 
tecnologias químicas atuais. Esta tendência de canalizar recursos para o 
desenvolvimento mais econômico, bem como o aumento da consciência para as 
questões ambientais e o esgotamento das reservas de petróleo minerais, levaram à 
busca tanto de fontes alternativas de energia, como também por processos 
bioquímicos alternativos (BEAUPREZ et al., 2010; URBANCE et al., 2003). 
Um dos grandes desafios que a sociedade enfrenta no século XXI é a 
transição de uma economia que é sustentada em combustíveis fósseis não renováveis 
como matéria-prima, para uma economia que é baseada em recursos renováveis e, 
de acordo com a definição de desenvolvimento sustentável, atenda às necessidades 
da geração atual sem comprometer a capacidade das gerações futuras (SHELDON, 
2011). A transição de uma indústria baseada em fósseis para uma indústria de base 
biológica é inevitável em um futuro próximo (MORALES et al., 2016). 
O ácido succínico é um ácido dicarboxílico, metabólito comum formado 
pelas plantas, animais e microrganismos e é produzido industrialmente através de 
processo de síntese petroquímica (NGHIEM et al., 1997; VALENTINE, 1999; MOON 
et al., 2004) e apresenta numerosas aplicações na indústria química, de alimentos, na 
agricultura e farmacêutica (ZEIKUS et al., 1999; SONG e LEE, 2006; LIU et al., 2008). 
A produção fermentativa do ácido succínico atraiu interesse devido à sua 
independência do petróleo como matéria-prima, benefícios ambientais - tornando as 
novas tecnologias eco-friendly - e sequestro de CO2 no processo fermentativo 
(GALACTION et al., 2013; WANG et al., 2012; LI et al., 2010), fornecendo potencial 
para reduzir a emissão de gás estufa, tornando-se uma das soluções para o 
desenvolvimento sustentável (WANG et al., 2013). 
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Em 2004, o Departamento de Energia dos EUA (DOE) elaborou uma lista 
dos Top12 produtos mais atraentes para concentrar esforços de pesquisa nos 
próximos anos. Esta lista foi denominada como plataformas químicas ou blocos de 
construção (LIN et al., 2012; WERPY e PETERSEN, 2004). Em 2010 constava em 
uma lista revisada como uma das principais plataformas químicas (BOZELL e 
PETERSEN, 2010). Bomtempo et al. (2017) propuseram uma análise sobre os 
requerimentos para uma molécula ser considerada como uma plataforma química e o 
ácido succínico aderiu a maioria dos requerimentos propostos: ser uma molécula 
intermediária, ter uma estrutura flexível para possibilitar uma ampla gama de 
derivados, ter custo competitivo como molécula e como derivados e ser capaz de gerar 
economias de escala e escopo na cadeia de valor. Em 2018 uma lista mais atualizada 
dos Top 10 não incluiu o ácido succínico (LANE, 2018). 
O processo fermentativo tem várias vantagens sobre o processo químico, 
no entanto, sua produção em escala industrial requer diminuição nos custos do 
processo. Uma das possíveis alternativas para se reduzir os custos é o uso de 
resíduos agrícolas, de laticínios e outros substratos celulósicos, preferenciais aos 
carboidratos refinados. Estes materiais são abundantes e de baixo custo, quando 
comparados com carboidratos refinados (MOON, et al., 2004; LEE et al., 2003; 
NGHIEM, et al., 1997; GLASSNER, et al., 1995; LANDUCCI et al.,1994; SAMUELOV 
et al., 1991). 
A estratégia de biorrefinaria abre um caminho promissor para a produção 
de ácido succínico, uma vez que os resíduos de biomassa são mais baratos e podem 
ser potencialmente utilizados (CHEN et al., 2011; CLARK et al., 2009). 
Os microrganismos comuns usados na produção fermentativa de ácido 
succínico são Mannheimia succiniciproducens (OH et al., 2008), Actinobacillus 
succinogenes (LI et al., 2011), Anaerobiospirillum succiniciproducens (BRETZ e 
KABASCI, 2012), e algumas cepas modificadas de Escherichia coli (HEERDEM e 
NICOL, 2013, LU et al., 2009). Entre estes microrganismos A. succinogenes é 
considerado uma das mais promissoras cepas para a produção industrial de ácido 
succínico pela capacidade de produzir altas concentrações e ser uma cepa resistente 
(ANDERSSON et al., 2009; BECHTHOLD et al., 2008).   
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Estas bactérias, além do recombinante Corynebacterium glutamicum, 
foram citadas por McKinlay et al., 2007 como promissores produtores de ácido 
succínico. O desenvolvimento do processo de produção de AS em fermentações de 
baixo pH utilizando leveduras recombinates também tem sido relatado (YUZBASHEV 
et al., 2011, RAAB e LANG, 2011 e SMIDT, 2011). 
Vários fatores externos e fisiológicos influenciam o crescimento celular e a 
formação de AS em processo fermentativo, tais como concentração de CO2, pH, 
concentração inicial de glicose, concentrações de íons no meio de cultivo e outros 
(LEE et al. 1999). 
A produção fermentativa não é apenas renovável, mas também fornece 
uma consciência ecológica na produção do ácido succínico. Este recurso está se 
tornando cada vez mais importante às empresas ambientalmente conscientes. Elas 
agora querem produtos ecologicamente corretos, por razões éticas, mas também para 
ajudar a projetar uma imagem de marca eco-friendly que os consumidores demandam 
cada vez mais de produtos verdes (SMIDT, 2011). 
No entanto, a bioprodução de ácido succínico ainda enfrenta o desafio de 
tornar-se custo competitiva contra processos petroquímicos (MCKINLAY et al., 2007; 
THAKKER et al., 2013). Para desenvolver uma bioprodução industrial de ácido 
succínico, é importante usar matérias-primas ricas em açúcar de baixo custo e otimizar 
condições para desenvolver uma cepa robusta capaz de metabolizar uma ampla 
variedade de matérias-primas para a produção de ácido succínico com bons 
rendimentos e que a matéria-prima mais barata disponível possa ser utilizada 
(THAKKER et al., 2013). 
 
1.2 CONTEXTUALIZAÇÃO DA TESE 
Esta tese de doutorado está dividida em 5 capítulos mais discussão e 
conclusão geral do trabalho. 
O 1º capítulo apresenta uma breve introdução e justificativa do trabalho, 
além da contextualização deste trabalho. 
No 2º capítulo é apresentado a revisão bibliográfica realizada sobre os 
temas abordados na tese. 
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O 3º capítulo apresenta o artigo “Production of Succinic Acid: Effects of C:N 
Ratio” que será submetido a revista Journal of Applied Biotechnology. Neste artigo 
estudou-se a influência da razão C:N baseada na composição química do meio de 
cultivo.  
O capítulo 4 comtempla o artigo “Succinic acid production: use of 
experimental design tool for process optimization” que foi submetido a revista Brazilian 
Journal of Chemical Engineering. As variáveis selecionadas no Delineamento Fatorial 
Fracionário que mais influenciaram a produção do ácido succínico foram utilizadas no 
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com o objetivo de obter-se as 
melhores condições experimentais para máxima produção de ácido succínico. 
O 5º capítulo apresenta o artigo “Redes neurais artificiais aplicadas para o 
estudo da produção de ácido succínico via processo fermentativo” já publicado na 
revista Evidência – Ciência e Biotecnologia. 
Os capítulos 6 e 7 apresentam uma discussão geral do trabalho e 
conclusão, respectivamente. 
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2.1 ÁCIDO SUCCÍNICO 
 
Ácido succínico é um ácido dicarboxílico saturado (IUPAC: ácido 
butanodióico), um cristal incolor, solúvel em água, etanol e acetona. É também 
conhecido como ácido âmbar desde que foi obtido por destilação do âmbar 
pulverizado em 1550 (ZEIKUS et al., 1999; CHENG et al., 2012). 
A maioria do ácido succínico produzido industrialmente é através de um 
processo petroquímico a partir do butano que é transformado em anidrido maleíco, 
hidrogenado para anidrido succínico, e finalmente hidratado para ácido succínico 
(GLASSNER et al., 1995). Este processo é ilustrado pelas reações 2.1 a 2.3. 
2C4H10+7O2→2C2H2(CO)2O+8H2O  (2.1) 
C2H2(CO)2O 
H2O
→  C4H4O4    (2.2) 
C4H4O4
H2
→ C4H6O4     (2.3) 
Devido à sua estrutura linear e também por ser um ácido dicarboxílico 
saturado, o ácido succínico pode ser facilmente convertido a outros blocos químicos. 
(WERPY et al., 2010; CUKALOVIC et al., 2008). É considerado um composto chave 
na produção de mais de 30 produtos comercialmente importantes, tais como 1,4 
butanodiol, tetrahidrofurano, ácido adípico e gama-butirolactona e tem também uma 
boa aplicação em indústrias de polímeros, alimentos, farmacêutica, têxtil, resinas, 
tintas e cosméticos (MOON et al., 2004; DAVISON et al., 2004; WEE et al., 2002; 
GLASSNER et al., 1995). 
Além da produção química a partir de anidrido maleico, o ácido succínico 
pode ser também produzido a partir de biomassa com diferentes microrganismos, 
como um intermediário do ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) e como um dos produtos 
final do metabolismo anaeróbio (NGHIEM et al., 1997; LEE et al., 2002; MOON et al., 
2004; ZEIKUS et al., 1999).  
Segundo Dessie et al. (2018) o ácido succínico é um dos mais interessantes 
químicos de base biotecnológica que vem recebendo atenção devido a sua ampla 
faixa de aplicações. 
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2.2 MICRORGANISMOS 
 
O ácido succínico é um intermediário no ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 
e um dos produtos finais da fermentação de metabolismo anaeróbio, tornando-se 
essencial na vida de organismos. Desta forma é sintetizado em quase todas células 
microbianas, vegetais e animais. Os microrganismos adequados para a produção de 
ácido succínico podem ser categorizados em fungos filamentosos, leveduras e 
bactérias (SONG e LEE, 2006). 
Muitas pesquisas de triagem de microrganismos e estudos com diferentes 
cepas produtoras de ácido succínico têm sido realizados, tais como: com fungos 
filaentosos (Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Byssochlamys nivea, Lentinus 
degener, Paecilomyces varioti, Penicillium viniferum), leveduras (Saccharomyces 
cerevisiae) e bactérias (Anaerobiospirillum succiniciproduncen, Propionibacterium sp, 
Escherichia coli, Pectinatus sp., Bacteroides sp., Ruminococcus flavefaciens, 
Corynebacterium glutamicum, Enterococcus faecalis, Actinobacillus succinogenes, 
Bacteroides amylophilus, Prevoltella ruminicola, Succinimonas amylolytica, 
Succinivibrio dextrinisolvens, Wolinella succinogenes, Mannheimia 
succiniciproducens e Cytophaga succinicans). Estes microrganismos produzem ácido 
succínico como um subproduto metabólico sob condições anaeróbias e/ou aeróbias. 
Também existem muitos trabalhos que relatam o desenvolvimento de cepas de E. coli 
recombinantes que são capazes de aumentar a produção de ácido succínico 
(HEERDEM e NICOL, 2013, BEAUPREZ et al., 2010). 
Embora muitas bactérias sejam capazes de produzir ácido succínico, ele é 
o produto principal de apenas algumas linhagens (CORONA-GONZALEZ et al., 2008; 
LEE et al., 1999; SAMUELOV et al., 1991). 
Dentre os microrganismos produtores destacam-se algumas linhagens com 
habilidades para produzir, relativamente, grandes quantidades de ácido succínico: as 
naturalmente produtoras de ácido succínico, como Actinobacillus succinogenes 
(GUETTLER et al., 1999; LIN et al., 2008), Anaerobiospirillum succiniciproducens 
(NGHIEM et al., 1997; LEE et al., 2010), Mannheimia succiniciproducens (LEE et al., 
2002) e Basfia succiniciproducens (KUHNERT et al., 2010; SCHOLTEN e DAGELE, 
2008);  assim como as cepas geneticamente modificadas de Escherichia coli, 
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Corynebacterium glutamicum, Yarrowia lipolytica (ONG eta al., 2019, CUI et al., 2017, 
GAO et al., 2016 e YUZBASHEV et al., 2010)  e Saccharomyces cerevisiae (RAAB e 
LANG, 2011). 
 
2.2.1 Actinobacillus succinogenes 
Gluettler et al. conseguiram em 1999 isolar a bactéria Actinobacillus 
succinogenes, do rúmen bovino. A. succinogenes é uma bactéria Gram negativa, 
osmotolerante, anaeróbia facultativa que tem a habilidade para utilizar uma grande 
variedade de substratos, incluindo L-arabinose, celobiose, lactose, maltose, manitol, 
manose, sacarose, xilose sob condições anaeróbias (GUETTLER et al., 1999). 
Esta bactéria produz altas concentrações de succinato juntamente com 
acetato e formato e em menor quantidade etanol (MCKINLAY et al., 2005). A produção 
de pequenas quantidades de piruvato, propionato, assim como lactato foi reportado 
em alguns casos (LI et al., 2010). 
Quatro cepas selvagens desta bactéria têm sido investigadas; 130Z do 
American Type Culture Collection (ATCC n. 55618) e três cepas do China General 
Microbiological Culture Collection Center (CGMCC), nomeadas n. 1593, n. 1716 e n. 
2650 (BE-1) (GUETTLER et al., 1996, LIU et al., 2008b, CHEN et al., 2010 e LI et al., 
2010). 
 
2.2.2 Manheima succiniciproducens 
Manheima succiniciproducens MBEL55E foi isolada do rúmen bovino e 
caracterizada por Lee et al. em 2002. A caracterização do microrganismo indicou que 
é uma bactéria facultativa, mesófila, sem mobilidade, cocos Gram-negativo e 
capnofílica. 
Os pesquisadores também verificaram que a M. succiniciproducens 
MBEL55E, uma bactéria facultativa, utiliza como fonte de carbono os açúcares: 
manitol, arabitol, frutose, xilose, sacarose, maltose e lactose, tão eficientemente 
quanto utiliza a glicose e que a produção de ácido succínico também é afetada 
significativamente pela disponibilidade de CO2.  
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Assim como a A. succinogenes, a M. succiniciproducens também é um 
membro da família Pasteurellaceae com sequências genômicas muito similares. Esta 
característica permite dizer que são bactérias metabolicamente similares; ambas 
produzem succinato, formato e acetato como produto principal na fermentação de 
glicose (MCKINLAY et al.  2007). 
 
2.2.3 Anaerobiospirillum succiniciproducens 
O succinato também pode ser produzido por microrganismos isolados do 
sistema digestivo de outros animais como, por exemplo, Anaerobiospirillum 
succiniciproducens, coletada da boca de cachorros, uma bactéria bastonete-espiral 
Gram-negativa, capnofílica, mesófila, pleomórfilo, anaeróbia estrita (DAVIS et al., 
1976) e patógeno oportunista (TEE et al., 1998). 
Devido ao amplo espectro de fontes de carbono que esta bactéria fermenta, 
é possível a produção de succinato de várias misturas de açúcar complexos 
provenientes de, por exemplo, de hidrolisado de madeira e soro de leite (SAMUELOV 
et al., 1999; LEE et al., 2003). 
 
2.2.4 Escherichia coli 
E. coli é um membro da família Enterobacteriaceae, Gram-negativa, 
anaeróbia facultativa, cresce no baixo intestino de animais de sangue quente. É uma 
das bactérias mais estudadas na literatura. Sob condições anaeróbias, cepas 
selvagens de E. coli fermentam glicose e produzem etanol, ácidos fórmico, lático e 
acético e em quantidades menores ácido succínico. Foram desenvolvidas várias 
estratégias de engenharia metabólica para uma produção melhorada do ácido 
succínico por Escherichia coli. A maioria delas foi baseada na engenharia metabólica 
do metabolismo central anaeróbio (SONG e LEE, 2006; CLARK, 1989). 
E. coli continua sendo um microrganismo atraente para testar novas 
tecnologias de produção de succinato devido ao amplo conhecimento de seu genoma, 
proteoma, disponibilidade de ferramentas genéticas, simples exigências nutricionais e 
fácil cultivo (THAKKER et al., 2013). 
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2.2.5 Outros microrganismos 
Corynebacterium glutamicum e Basfia succiniciproducens são outras duas 
espécies de bactérias identificadas que se mostraram mais promissoras como 
produtoras de ácido succínico. C. glutamicum é uma bactéria anaeróbia facultativa, 
Gram positiva da família Corynebacteriaceae. Esta bactéria tem muitas ferramentas 
de engenharia metabólica disponíveis para modificar seu caminho metabólico. B. 
succiniciproducens pertence a família Pasteurellaceae e é muito similar a A. 
succinogenes e M. succiniciproducens. Tem sido utilizada em fermentações com 
glicerol. (LEE et al., 2010; SCHOLTEN et al., 2009; SCHOLTEN e DÄGELE, 2008). 
 
2.3 BIOSSÍNTESE DO ÁCIDO SUCCÍNICO 
 
O ácido succínico, como um intermediário chave do ciclo do ácido 
tricarboxílico (TCA), pode agir como um produto final da fermentação para uma 
seleção de cepas bacterianas ou quando a glicose ou glicerol são utilizados como uma 
fonte de carbono com a fixação do dióxido de carbono. 
Existem três vias que podem formar succinato, a via redutora do ciclo do 
TCA, também conhecida como a via fermentativa (que é principalmente ativa sob 
condições de anaerobiose) e consome 2 NADH por cada molécula de succinato, mas 
assimila CO2; a via oxidativa do ciclo do TCA (que é ativa principalmente sob 
condições aeróbias), e resulta em 2 NADH e a perda de duas moléculas de CO2; e a 
via de glioxilato, que produz succinato diretamente a partir do isocitrato, é ativa, 
essencialmente, sob condições aeróbias mediante a adaptação ao crescimento em 
acetato (CHENG et al., 2012; BEAUPREZ et al., 2010). 
Sob condições anaeróbias, succinato deriva do fosfoenolpiruvato (PEP), 
através de vários compostos intermediários do ciclo do TCA, incluindo oxaloacetato 
(OAA), o malato, o fumarato, e é reconhecida como a principal via (HONG, 2007). 
As bactérias A. succiniciproducens, A. succinogenes e M. 
succiniciproducens usam exclusivamente o caminho da fosfoenolpiruvato (PEP) 
carboxicinase. Nestes microrganismos o PEP é carboxilado a OAA por PEPCK, então 
OAA é convertido para succinato pelo caminho TCA reduzido. Este caminho utiliza 
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cinco enzimas chaves, PEP carboxiquinase (pck), malato dehidrogenase (mdh), 
enzima málica (sfc), fumarase (fum) e fumarato redutase (frd) (HONG, 2007).  
 
Figura 1: Caminho catabólico utilizado pelos microrganismos A. succiniciproducens 
and A. succinogenes quando glicose e xilose são usados como substrato. (1) 
fosfoenolpiruvato carboxicinase, (2) malato dehidrogenase, (3) fumarato redutase, (4) 
piruvato cinase, (5) piruvato-ferredoxina oxidorredutase, (6) acetato cinase, (7) álcool 
dehidrogenase, (8) lactato dehidrogenase (SAMUELOV et al. 1991 e ONG, et al. 
2019). 
 
A carboxilação do PEP, para o qual é a etapa mais importante na formação 
de ácido succínico pelas bactérias do rumem, é fortemente regulada pelos níveis de 
CO2. Teoricamente é requerido 1 mol de CO2 para formar 1 mol de ácido succínico. 
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Nestas bactérias, a PEP carboxicinase funciona catabolicamente para fixar CO2 e 
aumentar a carboxilação do PEP para oxaloacetato, e na ausência do CO2 a 
piruvatocinase converte PEP para piruvato (SAMUELOV et al., 1991; VAN DER 
WERF et al., 1997). 
Em baixos níveis de CO2 (10 mol de CO2/100 mol de glicose), A. 
succiniciproducens produz ácido lático como o principal produto final, ao passo que A. 
succinogenes produz etanol como o principal produto final. Sob altos níveis de CO2 
(100 mol de CO2/100 mol de glicose), succinato é o maior produto reduzido e somente 
traços de ácido lático e etanol são formados por estes microrganismos (ZEIKUS et 
al.,1999). 
Altas concentrações de CO2 têm sido usadas para regular os níveis de 
enzimas chaves do caminho PEP carboxicinase em A. succinogenes, quando os 
níveis de PEP carboxicinase aumentam, álcool dehidrogenase e lactato 
dehidrogenase não são detectados. Consequentemente, a função de CO2 como um 
aceptor de elétrons altera o fluxo de PEP, na qual gera piruvato e lactato/etanol em 
baixos níveis de CO2, mas forma succinato em altos níveis desse gás (SAMUELOV et 
al., 1991). 
A via fermentativa converte oxaloacetato a malato, fumarato, succinato e 
em seguida esta via requer 2 moles de NADH, por mol de succinato produzido. Um 
dos principais obstáculos para o alto rendimento em succinato através da via 
fermentativa é devido à limitação de NADH. Isto porque 1 mol de glicose pode fornecer 
apenas 2 moles de NADH através da via glicolítica; no entanto, a formação de 1 mol 
succinato pela via fermentativa requer 2 moles de NADH. Assim, o rendimento molar 
teórico máximo do succinato de glicose é limitada a 1 mol.mol-1 de glicose, assumindo 
que todo o fluxo de carbono vai passar através da via fermentativa do succinato 
(MCKINLAY et al., 2007; VAN DER WERF et al., 1997). 
 
2.4 PRODUÇÃO FERMENTATIVA DO ÁCIDO SUCCÍNICO 
 
Uma das soluções para reduzir a dependência da economia mundial em 
combustíveis fósseis e petroquímicos é substituir produtos derivados do petróleo por 
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produtos de base biológica através das assim chamadas biorrefinarias (ALVARADO-
MORALES et al., 2015 e ALVARADO-MORALES et al., 2009). 
A produção fermentativa de produtos químicos vem crescendo nas últimas 
décadas por causa da preocupação global com o meio ambiente e a busca por 
processos de produção com selo “verde”, por exemplo, através de biotecnologia 
branca (CUKALOV e STEVENS, 2008). 
Uma das vantagens evidentes de fermentações, em comparação com 
conversões químicas, são as condições mais amenas. Por outro lado, os 
procedimentos de fermentação requerem grandes capacidades (devido 
principalmente à elevada diluição dos substratos e produtos) e tempos reação, na sua 
maioria, mais longos. Eles também implicam grandes quantidades de soluções 
aquosas de sais, que constituem um problema ecológico e econômico (CUKALOV e 
STEVENS, 2008). A Tabela 1 resume algumas vantagens e desvantagens das 
produções petroquímicas e bioquímicas. 
 
Tabela 1: Comparação geral entre processos de produção petroquímico e bioquímico. 
 
Método de Produção 
Petroquímica Bioquímica 
Origem Matéria-prima não renovável 
Matéria-prima renovável – 
carboidratos 
Preço 
Economicamente mais viável 
que fontes renováveis 
Processo de downstream tem 
custo maior do que a matéria-
prima 
Rotas 
Rotas desenvolvidas; tecnologia 
estabelecida 
Rota sob constante 
melhoramento; tecnologia 
recente 
Rendimento e 
produtividade 
Geralmente maiores 
Significativas quantidade de 
subprodutos são comuns; 
diluição do meio; tempo longo 
de reação 
Maiores desvantagens 
Demanda alta enegia (pressão e 
temperatura); problemas de 
eliminação do catalisador 
Microrganismos sensíveis; 
muitas vezes é necessária a 
adição complexa de nutrientes 
Conscientização pública Diminuindo o interesse Aumento de interesse 
Fonte: CUKALOV e STEVENS, 2008 
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Teoricamente, a formação de succinato consome um mol de dióxido de 
carbono por mol de succinato produzido: um mol de glicose e dois moles de CO2 são 
transformados em dois moles de succinato. Na prática, os produtos secundários da 
fermentação (acetato, formato, etc) levam a um desequilíbrio. Manipulações genéticas 
e melhorias de processo são destinadas a suprimir a formação de produto secundário. 
Elevadas concentrações de CO2 influenciam negativamente o crescimento das células 
e, portanto, o fornecimento de CO2 tem de ser cuidadosamente determinado (LEE et 
al., 1999b).  
No entanto, as vias produtoras de succinato têm uma grande vantagem no 
desenvolvimento de biorrefinarias: fixação de CO2 em combinação com fermentações 
bacterianas e fúngicas, reciclagem e reutilização de resíduos estimulam o uso de 
matérias-primas renováveis (DU et al., 2007; MCKINLAY et al., 2007; ZEIKUS et al., 
1999). 
Segundo, Samuelov et al. (1991), as concentrações de CO2 e pH do cultivo 
são reportados como os fatores mais críticos no crescimento celular e na produção de 
ácido succínico. A. succiniciproducens em altos níveis de CO2, alcançados com o 
fornecimento externo, atingiu maiores formação de ácido succínico. No entanto, 
Nghiem et al. (1997), verificaram que o fornecimento externo de CO2 não foi 
necessário para crescimento celular e produção de ácido succínico quando Na2CO3 
estava presente no meio e o pH era constante e igual a 6,0. Porém, o pH do meio de 
cultivo pode afetar a solubilidade do CO2, (JONES et al., 1982, citado por LEE et al., 
1999b). 
Lee et al. (1999b) estudaram os efeitos do fornecimento H2/CO2 em 
diferentes valores de pH e concentração inicial de glicose no meio. Os autores 
verificaram que o fornecimento externo de CO2 tem efeito negativo no crescimento 
celular em ambos pH, 6,2 e 6,5, enquanto que na produção de ácido succínico tem 
efeito positivo. Também concluíram que o fornecimento de H2 aumentou a velocidade 
de crescimento celular e o rendimento de ácido succínico, sendo a razão ótima de 
H2/CO2 igual à 5:95% (v/v). Já, para a concentração inicial de glicose, os autores 
perceberam não haver alteração na proporção dos produtos formados, sendo o ácido 
succínico o principal produto e, o rendimento e a produtividade foram maiores na 
concentração de 40 g.L-1 de glicose. 
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Agarwal et al. (2007) estudaram os efeitos de diferentes fatores ambientais 
e nutricionais na produção de ácido succínico por fermentação em batelada de 
Enterococcus flavescens. Obtiveram um aumento na produção de ácido succínico, 
inicialmente de 0,92 g.L-1 em 72 h, para 6,7 g.L-1 em 48 h com a otimização do meio 
(sacarose 3%; taxa de de triptona:hidrogenofosfato de amônia 1,0:0,5; MsCO3 15 
mM), pH inicial de 6,5 (sem controle durante o processo) e CO2 adicionado. 
Subsequentemente foi feito um aumento de escala em fermentador de 10 L usando 
as condições otimizadas sob pH controlado e contínuo fornecimento de CO2 e resultou 
em uma produção de 14,25 g.L-1 de ácido succínico em 30 h de fermentação. Os 
autores obtiveram conclusões semelhantes à Samuelov et al. (1991) que também 
verificaram que o pH do meio afeta a solubilidade e disponibilidade de CO2. 
O efeito da disponibilidade de CO2 na produção de ácido succínico foi 
analisado para E. coli (LU et al., 2009, 2010; WU et al., 2009; ZHU et al., 2011), A. 
succinogenes (CORONA-GONZALEZ et al., 2008; MCKINLAY e VIEILLE, 2008; 
CHEN et al., 2011), A. succiniciproducens (SAMUELOV et al., 1991; NGHIEM et al., 
1997; LEE et al., 1999b) and M. succiniciproducens (SONG et al., 2007; KIM et al., 
2009) devido ao seu importante papel nas reações que convertem um ácido C3 a um 
ácido C4. Tanto bicarbonato como CO2 gasoso podem ser utilizados, e tem sido visto 
que a produção de succinato é fortemente afetada pelo fornecimento de CO2 ou os 
seus sais (WU et al., 2012). 
Vários fatores que afetam o crescimento celular e produção de ácido 
succínico por A. succiniciproducens foram analisados por Lee et al., (1999a). Os 
autores estudaram o cultivo sob várias condições, variando a concentração inicial de 
glicose (0,5-40,0 g.L-1), as fontes de nitrogênio e carboidratos, tamanho do inóculo e 
as concentrações dos Na+ e Mg2+. Com isso, verificaram que a velocidade máxima 
específica aumentou (0,10 – 0,35 h-1) com o aumento da concentração inicial de 
glicose até 20 g.L-1, mas diminui (0,29 h-1) sensivelmente com concentração inicial de 
40 g.L-1. Estes resultados, segundo esses pesquisadores, indicaram que a tolerância 
a glicose deste microrganismo é maior do que a de outras bactérias anaeróbias. A 
distribuição dos produtos fermentados não foi afetada pela concentração inicial de 
glicose, o volume do inóculo que foi variado de 2,5 a 30% diminuiu a fase lag e a 
proporção de produtos formados (ácido succínico:ácido acético) não foi afetada. Os 
íons Na+ foram essenciais para o crescimento celular e produção do ácido succínico; 
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os íons de Mg2+ aumentaram sensivelmente o rendimento do processo; várias fontes 
de carbono podem ser usadas, tais como, sacarose, frutose, lactose e maltose, e, que 
a mais eficiente das fontes de nitrogênio foi a polipeptona (LEE et al., 1999a). 
Em 1999 Lee et al. (1999b) verificaram que Anaerobiospirillum 
succiniciproducens não cresceu em meio com hidrolisado de madeira, provavelmente 
devido à deficiência de nutrientes essenciais. Em 2003 os autores analisaram os 
efeitos da suplementação do meio no crescimento celular e na produção do ácido 
succínico. Foram utilizadas duas fontes complexas de nitrogênio; a primeira com 
extrato de levedura e polipeptona em diferentes proporções, e a segunda um licor 
saturado de água de maceração de milho (AMM). Os resultados mostraram que a 
mistura de extrato de levedura e polipeptona, na concentração de 2,5+2,5 g.L-1, pode 
ser utilizada como fonte de nitrogênio, resultando em rendimento de 88% m/m glicose. 
O uso da AMM apresentou resultados similares ao da suplementação com extrato de 
levedura e polipeptona. Desta forma, a produção de ácido succínico pode ser possível 
com meio contendo componentes como AMM e hidrolisado de madeira, com custos 
bem vantajosos. 
Chen et al. (2011) investigaram os efeitos da suplementação de extrato de 
levedura na produção de ácido succínico a partir de farelo de canola por A. 
succinogenes. As experiências foram realizadas com a suplementação de extrato de 
levedura de 0 a 10g.L-1. Suplementações de 2,5 e 10g.L-1 de extrato de levedura 
levaram a um aumento na taxa de produção de ácido succínico, no estágio inicial da 
fermentação, mas não tiveram influência significativa na concentração final de ácido 
succínico que ficou em torno de 15,5 g.L-1. 
Lee et al. (2000), relataram que o ácido succínico pode ser produzido 
eficientemente pelo A. succiniciproducens através do soro de leite, em processos de 
bateladas e contínuos. Eles também detectaram que a produção deste ácido pode ser 
feita com soro de leite não tratado (sem precipitação da proteína), indicando uma 
diminuição nos custos e também sugeriram utilizar suplementações com fontes de 
nitrogênio mais baratas que o extrato de levedura e polipeptona. Foi utilizado glicose 
como cosubstrato, com a finalidade de diminuir a fase lag do processo, que acarretava 
em baixa produtividade. Para o processo contínuo com o uso do soro de leite não 
tratado, os pesquisadores obtiveram resultados mais favoráveis, com altas 
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produtividades (1,35 g.L.-1.h-1), rendimento e maiores proporções de ácido 
succínico/ácido acético que atingiram a ordem de 5,1:1. 
Du et al. (2007) estudaram a produção de ácido succínico a partir de trigo 
utilizando uma estratégia de biorefinaria. Neste estudo, os autores utilizaram como 
substrato, farinha de trigo hidrolisada - obtida por fermentação com fungo - e fungo 
autolisado, em fermentações submersas. Com isso alcançaram uma concentração de 
ácido succínico de 15,9 g.L-1. Em 2008, Du et al. substituíram os substratos hidrolisado 
de farinha de trigo e fungo autolisado por hidrolisado de glúten e hidrolisado de farinha 
livre de glúten adicionado de 30 g.L-1 de MgCO3. A produção foi de 64 g.L-1 de ácido 
succínico. Com estes resultados os pesquisadores demonstraram que matérias-
primas derivadas de trigo podem ser eficientemente utilizadas como substrato para 
produção de ácido succínico. 
Urbance et al. (2003) estudaram a produção de ácido succínico por 
Actinobacillus succinogenes utilizando leito de suporte plástico e composição de meio 
de cultivo simplificada, retirando-se vitaminas e ácidos graxos e substituindo-os pelo 
extrato de levedura de qualidade industrial. Os resultados mostraram rendimento de 
70%, já o cultivo com células suspensas mostrou o rendimento de 64% na produção 
de ácido succínico. 
Lee et al. (2003b) verificaram que o ácido succínico poder ser produzido 
eficientemente e economicamente por M. succiniciproducens MBEL55E a partir do 
soro de leite e água de maceração de milho como substitutos para as fontes de 
carboidratos e nitrogênio, respectivamente. 
Várias pesquisas estão sendo feitas utilizando diferentes manipulações de 
E. coli para direcionar seu metabolismo para produção de succinato. As cepas E. coli 
AFP111 e AFP184 têm as maiores taxas de produção e rendimentos, 
substancialmente maior do que dos produtores naturais (YU et al., 2016; AGARWAL 
et al., 2006; SANCHEZ et al., 2005; HONG et al., 2002; VERMURI et al., 2002a; 
VERMURI et al., 2002b). 
Um processo de fermentação em dois estágios - composta por uma fase 
de crescimento aeróbio seguido por uma fase de produção anaeróbia - levou à 
maiores concentrações de ácido succínico quando utilizado E. coli (VEMURI, et al., 
2002a). Verificou-se que quando acetato ou “glyconeogenic” fosse utilizado como a 
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fonte de carbono da fase aeróbia, as enzimas carboxiquinase (PCK) e enzima malase 
(ME) aumentaram significativamente, e o fluxo de carbono foi direcionado eficazmente 
para ácido succínico na subsequente fase anaeróbia (WU et al., 2007 e 2009). 
O ácido succínico é produzido por meio de fermentação por produtores 
naturais ou por microrganismos geneticamente modificados. A principal matéria-prima 
da fermentação é a glicose. No entanto muitos esforços têm sido feitos para introduzir 
matérias-primas de menores custo e menos processados. Abordagens com diferentes 
processos de fermentação, composição de meio de cultivo, pH, CO2 e recuperação 
tem sido empregadas e avaliadas. 
 
2.5 USOS E MERCADOS PARA O ÁCIDO SUCCÍNICO 
 
Há quatro mercados principais para o ácido succínico. O primeiro e maior 
deles é como agente surfactante, detergente e espumante. O segundo mercado é 
como quelante de íons, onde ele é usado para prevenir corrosão, corrosão puntiforme 
de metais (GIACOMELLI et al., 2004) e para produção de revestimentos, tintas, 
corantes, produtos químicos fotográficos, vernizes, plastificantes, estimulantes de 
crescimento, aditivos alimentares, aditivos de banho eletrolítico e plásticos 
biodegradáveis. O mercado de alimentos ocupa o terceiro lugar onde é utilizado como 
acidulante, modificador de pH, agente flavorizante e como agente antimicrobiano. O 
quarto mercado se caracteriza pela produção de agentes relacionados com a saúde, 
incluindo produtos farmacêuticos, antibióticos, aminoácidos, cosméticos e vitaminas 
(ZEIKUS et al., 1999; SONG e LEE, 2006; SAUER et al. 2008). 
Devido à versatilidade de aplicação, o mercado global de ácido succínico 
cresce rapidamente e o valor estimado deve atingir 600.000 ton/ano (US$ 0,54 
bilhões) em 2020 (GAO et al., 2016; TAYLOR et al., 2015). 
 A adequação de ácido succínico como uma plataforma de produtos 
químicos é baseada na facilidade da sua produção biotecnológica e à enorme 
variedade de produtos químicos que podem ser produzidos a partir dele por conversão 
química (BECHTHOLD et al., 2008). 
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A Figura 2 ilustra um mapa potencial com rotas que levam à produção de 
especialidades químicas ou de intermediários baseados no ácido succínico. (ZEIKUS 
et al., 1999; SAUER et al., 2008; BECHTHOLD et al., 2008; CUKALOVIC e STEVENS, 
2008; BEAUPREZ et al., 2010). 
O ácido succínico é considerado uma das principais plataformas de 
produtos químicos usados diretamente na preparação de polímeros biodegradáveis 
(XU e GUO, 2010), tais como polibutirato succinato (PBS) e poliamidas (Nylon®) e 
como matéria-prima para sintetizar compostos da família C4 (WILLKE e VORLOP, 
2004). Os produtos reduzidos de AS têm um dos maiores mercados dentro dos seus 
derivados. Seus principais produtos reduzidos são 1,4-butanodiol (BDO), tetra-
hidrofurano (THF), N-metil pirrolidinona (NMP), 2-pirrolidinona (2-pyrr) e γ-
butirolactona (GBL). Estes produtos químicos são usados na produção de solventes, 
resinas, surfactantes, removedores de tintas, fibras, polímeros e plásticos, dentre 
outros (DELHOMME et al., 2009; LUQUE et al., 2009; SAUER et al., 2008; 
CUKALOVIC e STEVENS, 2008; MCKINLAY et al., 2007).  
 
Figura 2: Commodities e especialidades químicas que podem ser produzidos a partir 
do ácido succínico (ZEIKUS et al., 1999; SAUER et al., 2008; BECHTHOLD et al., 
2008; CUKALOVIC e STEVENS, 2008; BEAUPREZ et al., 2010). 
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Dentre os derivados do AS, seus ésteres são de grande interesse para as 
indústrias química, farmacêutica, alimentos e cosméticos, pois eles têm um amplo 
espectro de aplicações. Os ésteres são principalmente produzidos de ácido succínico 
derivados do anidrido maléico. Se o AS tornar-se uma plataforma de produtos 
químicos, seus ésteres poderiam ser diretamente produzidos no meio de fermentação. 
E devido a diferença de polaridade entre os ésteres e o succinato tornaria mais fácil a 
remoção do meio de fermentação (DELHOMME, 2009). 
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Abstract 
In this work, the effects of different carbon:nitrogen (C:N) ratios, carbon source and 
initial carbon concentration, in liquid medium used for submerged fermentation, on 
biomass growth, succinic acid production and yield of product in substrate (YP/S) were 
studied. It was used three carbon sources as substrate such as glucose, xylose and 
sucrose and the C:N ratios studied were in the range of 2.5-35. The succinic acid 
production was best at a C:N ratio of 12.5:1, as much for the succinic acid production 
as for the yield of product in relation to the substrate (YP/S).  For the biomass growth 
the C:N ratios of 2.5:1, 5:1 and 10:1 had only presented significant difference with 
regards to the too much assays. The substrate that presents the best results was the 
glucose with succinic acid concentrations up to 7.5 g.L-1. 
Keywords: C:N ratio, Actinobacillus succinogenes, succinic acid 
 
3.1 INTRODUCTION 
 
Succinic acid, also known as “amber acid”, is a C4 linear saturated 
dicarboxylic acid produced as an intermediate of the tricarboxylic acid cycle and also 
as one of the fermentation products of anaerobic metabolism (Zeikus et al. 1999; Song 
and Lee 2006). 
The acid and its derivatives have received considerable attention in the last 
two decades owing to their use as specialty chemicals for applications in food, 
pharmaceutical and cosmetic industries (Zeikus et al. 1999; Guettler et al. 1996; 
Vermuri et al. 2002). It is also used as surfactant, detergent extender, antifoam agent, 
ion chelators, and industrially used as raw material for important chemicals such as: 
1,4-butanediol, N-methyl pyrrolidinone, gamma-butyrolactone, adipic acid, 
tetrahydrofuran, 2-pyrrolidinone, succinate salts and (Zeikus et al. 1999; Landucci et 
al. 1994; Glassner et al. 1995). Beyond that, succinic acid can be used in the synthesis 
of biodegradable polymers such as polybutyrate succinate (PBS) and polyamides 
(Nylon), and that increases the demand for this product. (Song and Lee, 2006; Willke 
and Vorlop, 2004; Hong et al., 2000; Sriram and Dennis, 1999) and various green 
solvents (Zeikus et al., 1999; Song and Lee, 2006; Millard et al., 1996). 
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Succinic acid is mainly produced by conversion of maleic anhydride to 
succinic acid by petrochemical-based processes, which limits the use of succinic acid 
for the wide range of applications. Recently, due to the environmental concerns and 
the concepts of sustainability, researches are directed towards the production of 
succinic acid by microbial fermentation (Lee et al. 2003a; Lee et al. 2003b; Mckinlay et 
al. 2005; Agarwal et al. 2006). It is also notable that a greenhouse gas CO2 is fixed into 
succinic acid during the fermentation, thus providing an additional advantage of active 
coping with the Kyoto protocol (Song and Lee 2006).  
Many different microorganisms have been screened and studied for 
succinic acid production from various carbon sources. Among them, 
Anaerobiospirillum succiniciproducens (Nghiem et al. 1997), Actinobacillus 
succinogenes (Gluettler et al. 1999; Liu et al. 2008), Mannheimia succiniciproducens 
(Lee et al. 2002), Enterococcus flavescens (Agarwal et al. 2007), Bacteroides fragilis 
(Isar et al. 2006a) and engineered Escherichia coli strains (Vermuri et al. 2002; Millard 
et al. 1996).  
A. succinogenes and M. succiniciproducens are the best candidates for 
succinic acid production as they produce succinic acid as a major fermentation product 
(Song and Lee, 2006; Bechthold et al., 2008). Many studies have been reported in the 
literature about these bacteria (Liu et al., 2008; Du et al., 2007; Wan et al., 2008; Song 
et al., 2007). 
Bacteria demand carbon, nitrogen and other nutrients for synthesis of its 
cellular components. It is important that bacteria keep right equilibrium between 
catabolism and anabolism for their metabolism to work efficiently. Catabolism provides 
energy and the constituents of the main building blocks of the cell, which are in turn 
used for anabolic reactions. (Commichau et al., 2006). 
Culture medium is usually important to the yield of any fermentation 
products, and carbon and nitrogen sources generally play a significant role because 
these nutrients are directly linked with cell growth and metabolite biosynthesis(Nghiem 
et al., 1997; Mao et al., 2005; Casas López et al., 2003; Lee et al., 1999), moreover its 
assimilation is coordinated and controlled by the availability of both nutrients (Doucette, 
et al., 2011; Commichau et al., 2006). 
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It is well known that the carbon to nitrogen C:N ratio in the medium is one 
of the most important factors that influence the metabolite production of many 
fermentation processes (Rosfarizan and Ariff, 2000; Madihah et al., 2001; Lin and Lay, 
2004). However, the effect of C:N ratio on the performance of succinic acid 
fermentation is not available in the literature. 
Thus being, the present work has as objective to verify which it is the best 
C:N ratio on the yield of biomass and for the production of succinic acid. 
 
3.2 MATERIAL AND METHODS 
 
3.2.1 Microorganisms and Culture Medium 
Actinobacillus succinogenes strain (CIP 106512) was obtained from the 
Institute Pasteur (Paris, France). The stock culture was maintained in Trypticase soy 
agar slants at 4°C. The growth medium contained the following (in g.L-1 of deionized 
water): yeast extract, 5.0; NaHCO3, 10.0; NaH2PO4.H2O, 8.5; K2HPO4, 15.5. The pH 
of the medium was adjusted to 7.0 with hydrochloric acid after autoclaving. Separately 
autoclaved solution of carbohydrate (final concentration 10 g.L-1) was added 
aseptically to the medium after autoclaving.  
 
3.2.2 Culture Conditions 
Inoculum was prepared by transferring cells agar slant into 250 mL flask, 
containing 80 mL of the growth medium and incubated for 16h in an orbital shaking 
incubator (Marconi, Mod. MA 830, Piracicaba, Brazil) at 150 rpm and 37°C. Batch 
fermentations were carried out in butyl-rubber-stoppered, 60 mL serum vials containing 
30 mL medium with CO2 as the gas phase. Media were inoculated with 5 % (v/v) of 
inoculum in the same medium and incubated at 37ºC and 150 rpm for 24 h. 
 
3.2.3 Effect of C:N ratio of liquid medium on production of succinic acid 
According to the chemical composition of the medium mentioned above, ten 
liquid media with different C:N ratios, range 2.5-35, were prepared for each substrate 
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studied (glucose, sucrose and xylose). The variation of the concentrations of the 
carbon and nitrogen sources in the composition of each medium, in each run is shown 
in Table 1. The concentrations of carbon and nitrogen of the sugars and yeast extract, 
respectively, were determined to calculate the C:N ratios required. The carbon content 
of glucose was 40 % based on the chemical formula of C6H12O6, so C (g.L-1) 
concentration equals the mass of glucose (g.L-1)*40%. The calculations for sucrose 
and xylose were done the same way. The nitrogen content of the yeast extract was 
12.35%. The N (g.L-1) concentration equals the mass of yeast extract (g.L-1)*12.35%. 
Then, the yeast extract concentration in the medium was fixed and the concentration 
of glucose, sucrose and xylose calculated considering the required C:N ratio. 
 
Table 1: Chemical composition of the liquid media with differents C:N ratios 
Glucose and Xylose 
(g.L-1) 
Sucrose 
(g.L-1) 
Carbon 
(g.L-1) 
YE 
(g.L-1) 
Nitrogen 
(g.L-1) 
C:N 
3.859 3.667 1.544 5 0.618 2.5:1 
7.719 7.333 3.088 5 0.618 5:1 
10.00 9.500 4.000 5 0.618 6.5:1 
15.438 14.666 6.175 5 0.618 10:1 
19.297 18.332 7.719 5 0.618 12.5:1 
23.156 21.998 9.263 5 0.618 15:1 
30.875 29.331 12.350 5 0.618 20:1 
38.594 36.664 15.438 5 0.618 25:1 
46.313 43.997 18.525 5 0.618 30:1 
54.031 51.330 21.613 5 0.618 35:1 
 
3.2.4 Analytical Methods 
The nitrogen content of the yeast extract was determinate by Hach kit. 
Cell growth was measured as optical density at 660 nm (OD660) with an ultraviolet 
(UV) spectrophotometer (HACH, Mod.  DR/4000U, Colorado, USA). Dry cell weight 
was determined using precalculated standard curves by substituting OD660 values.  
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The residual glucose and sucrose concentrations were measured in the cell-
free supernatant by a glucose oxidase-peroxidase method using an enzymatic kit 
(Laborclin, Pinhais, Brazil). The residual xylose concentration was analyzed by 
colorimetric method of Somogyi-Nelson (Somogyi 1952; Nelson 1944).  
Succinic acid concentration was quantified by the enzymatic kit Boehringer 
Mannheim/R-Biopharm and high performance liquid chromatography equipped with a 
reverse phase column C18 (150x4.6mm ID, 3 µm) with temperature of 50°C using 0.01 
M KH2PO4 (pH 2.59, adjusted with phosphoric acid) as mobile phase with flow rate of 
0.5 ml.min-1. 
 
3.2.5 Determination of Kinetics Parameters 
The cell growth yield on sugar (YX/S), succinic acid yield on glucose (YP/S), 
succinic acid yield on biomass (YP/X) and Succinic acid productivity were calculated 
using the following equations: 
YX/S
Xf-Xi
Si-Sf
        (1) 
YP/S
SAf
Si-Sf
        (2) 
YP/X
SAf
Xf-Xi
        (3) 
P=
SAf
tf
         (4) 
where: Xf is final biomass concentration (g.L-1); Xi is initial biomass concentration (g.L-
1); Sf is final substrate concentration (g.L-1); Si is initial substrate concentration (g.L-1); 
SAf is the final succinic acid concentration (g.L-1) and tf is the fermentation time (h). 
 
3.2.6 Statistical analysis 
Statistica version 5.5 (Statsoft, USA) software was used to calculate the 
analysis of variance (ANOVA). Tukey test was used to determinate differences 
between samples using a significative level of 5 %. 
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3.3 RESULTS AND DISCUSSION 
 
According Mao et al. (2005) and Casas López et al. (2003) the 
carbohydrates are important carbon and energy sources for the cell culture and their 
nature and quantity in the culture medium influence the cell growth.  
One of the most important factors in optimization of culture media on 
biomass production is the C:N ratio (Lin and Lay, 2004). 
To date the succinic acid productions with different C:N ratios were not 
reported.  Thus to investigate the effects of C:N ratio on succinic acid production by 
Actinobacillus succinogenes, in all experiments the quantity of nitrogen in the medium 
was held constant and the initial C content were varied using glucose, xylose or 
sucrose. Nitrogen was the limiting nutrient in all cases. 
The Figure 1 shows the maximal biomass productions obtained in the each 
experiment of the different carbon sources evaluated. 
The maximum biomass production from xylose occurred in 48 h of 
fermentation, sucrose in 36 h and glucose in 24 h. For all sugars, it was observed that 
the higher the C: N ratio greater biomass is achieved, indicating growth limitation at 
low value of C:N ratio.  
The most of the microorganisms has inhibition on cell grown in 
concentrations of the carbon source up to 20 g.L-1. It verified, in the Table 1, that the 
carbon source concentrations used, from C:N 15:1 ratio always are higher to 20 g.L-1, 
indicating that the bacteria Actinobacillus succinogenes presents no inhibition of the 
growth in concentrations up to 55.0 g.L-1 , mainly when xylose is used as carbon 
source. 
The maximum succinic acid production in liquid medium with different C:N 
ratios using the three carbon sources is shown in the Figure 2. The maximal succinic 
acid productions were 7.50, 4.04 and 3.93 g.L-1 in glucose, sucrose and xylose 
medium, respectively and their corresponding productivity were 0.315, 0.112 and 0.08 
g.L-1.h-1. 
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Figure 1: Effect of C:N ratio on biomass production of Actinobacillus succinogenes for 
differents carbon source (xylose), (sucrose) and (glucose). 
 
This lower acid production, in medium with xylose or sucrose, probably is 
due the kind of the sugars used. The sucrose is a disaccharide that used to be 
hydrolyzed in its monosaccharides before fermented, being necessary some metabolic 
effort, while the xylose is metabolized by other pathway. 
Besides, Van der Weff et al. (1997) in their studies showed that the use of 
the more-reduced sugars resulted in the formation of higher amounts of succinate, 
approving the results obtained in this work, since it were obtained betters results in the 
fermentation with glucose as substrate than with xylose and sucrose. Furthermore, the 
sucrose is no reduce sugar. Some reports have showed that the initial sugar 
concentration could influence cell growth and metabolites production (Lee et al., 1999; 
Urbance et al., 2004; Liu et al., 2008).  
In the fermentations, using glucose as carbon source, the best C:N ratios 
were between of 12.5:1 and 25:1 and the highest or lowest C:N ratio resulted in 
relatively lower succinic acid production (Figure 2). The highest succinic acid 
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production was obtained at C:N ratio of 12.5:1. However, this was not statistically 
different (p>0.05) of the C:N ratios of 15:1, 20:1 and 25:1 (Figure 2). 
The results indicate that a high initial glucose concentration (40-55 g.L-1) 
was unfavorable to formation of succinic acid. Liu et al. (2008) studied the initial 
glucose concentration in fermentation by A. succinogenes CGMCC1593. The authors 
observed that concentrations up 65 g.L-1 inhibited the succinic acid production and 
biomass formation. Furthermore, in this study the authors used a different strain. 
In the experiments using xylose as carbon source, the lower succinic acid 
concentrations were obtained in low C: N ratio (2.5-5.0). The others experiments 
showed concentrations around 3.8 g.L-1. However, this was not statistically different 
(p<0.05) from that of the C:N ratios of 15:1, 20:1 and 25:1 (Figure 2). 
With respect to the experiments that the carbon source was sucrose, all 
experiments showed little change in the maximum concentrations of succinic acid. The 
experiments which the C:N ratio ranged from 6.0 to 12.5 showed no significant 
difference (p<0.05) between them, but were different from all others. 
The results, in the Figure 2, showed that the tolerable limit of C:N ratio for 
the succinic acid production was not too narrow in view of the best succinic acid 
production was at C:N ratio 12.5:1, although was not statistically different of the C:N 
ratios 15:1, 20:1, 25:1. Reduced succinic acid production at low C:N ratio may be due 
the little available carbon source, and in high C:N ratios there is nitrogen deficiency 
which limits biomass growth and in consequence the production of succinic acid 
(Bevilaqua et al., 2015 and Madihah et al., 2001). According to Liu et al. (2008), the 
nitrogen source is responsible by the best cellular growth for A. succinogenes.  
Making up a general analysis of all the trials, we can say that the best C:N 
ratio for the production of succinic acid is in the range of 10.0-20.0 and the best carbon 
source was glucose.  
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Figure 2: Succinic acid production on medium with different C:N ratios. * Columns with 
different letters represent significant difference at P<0.05 (one-way ANOVA. 
Tukey_HSD). 
 
Table 2 summarizes the yields (YP/S, YX/S and YP/X) and productivities 
obtained for each carbon source evaluated.  
The cell yield on sugar decreased with an increase of C:N ratios, probably 
because initial glucose concentration increase too with the increase of the C:N ratios. 
It was reported that the osmotic pressure caused by a high glucose concentration might 
be detrimental to the metabolite biosynthesis although the cell growth was not inhibited 
(Mao et al., 2005).  
The best yield of product in relation to the substrate (YP/S) had been found 
when glucose was used as carbon source with C:N ratios of 6.5:1 and 12.5:1, however 
there was not significant difference between them in the level of p<0.05, being the yield 
values around 65%.  
Analyzing the Table 2, when glucose was used, high C:N ratios had 
presented relatively lower yield than low C:N ratios, probability by the microorganism 
inhibition. When the carbon source used was sucrose the yield YP/S decreased with the 
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increased of the ratio C:N, indicating inhibition by substrate. Already in the experiments 
using xylose as carbon source most trials in low C:N ratios showed yield around 
0.4gproduct/gsubstrate.  
It is apparent that the highest succinic acid production and productivity were 
obtained in glucose medium, whereas the cell growth in xylose medium was preferred. 
Different carbon sources might have different effects of catabolic repression on the 
cellular metabolism (Mao et al., 2005). 
The results obtained from this study should help design a better strategy for 
the production of succinic acid by A. succinogenes. 
 
Table 2: Yields (YP/S, YX/S and YP/X) and productivities obtained for each carbon source 
evaluated. 
Parameters 
C:N 
Cell growth yield 
on sugar (YX/S) 
Succinic acid yield 
on glucose (YP/S) 
Succinic acid yield 
on biomass (YP/X) 
Succinic acid 
productivity 
(gcell/gsugar) (gSA/gsugar) (gSA/gbiomass) (g.L-1.h-1) 
Glu Xyl Suc Glu Xyl Suc Glu Xyl Suc Glu Xyl Suc 
2.5:1 0.11 0.05 0.07 0.52 0.62 1.06 4.7 12.3 14.7 0.07 0.05 0.11 
5:1 0.11 0.16 0.07 0.54 0.43 0.55 4.9 2.8 7.7 0.17 0.07 0.11 
6.5:1 0.10 0.12 0.10 0.64 0.39 0.38 6.1 3.3 4.0 0.26 0.08 0.10 
10:1 0.08 0.14 0.08 0.54 0.46 0.35 6.9 3.2 4.2 0.25 0.08 0.10 
12.5:1 0.09 0.12 0.08 0.64 0.39 0.28 7.2 3.3 3.4 0.32 0.08 0.10 
15:1 0.09 0.14 0.07 0.59 0.43 0.26 6.6 3.0 3.8 0.29 0.08 0.09 
20:1 0.08 0.22 0.07 0.47 0.58 0.21 6.3 2.5 3.1 0.29 0.08 0.09 
25:1 0.06 0.14 0.05 0.40 0.37 0.15 7.1 2.7 3.0 0.30 0.08 0.09 
30:1 0.09 0.23 0.06 0.52 0.60 0.21 5.1 2.5 3.3 0.26 0.08 0.10 
35:1 0.07 0.11 0.06 0.37 0.29 0.16 5.2 2.5 2.7 0.24 0.08 0.09 
 
3.4 CONCLUSION 
 
The effects of carbon:nitrogen ratios on succinic acid production by 
submerged cultivation of Actinobacillus succinogenes  were investigated. According to 
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the results, the variation in the C:N ratio on the biosynthesis of succinic acid showed 
that a C:N ratio 12.5:1 is most suitable for maximum production of succinic acid in the 
three carbon source studied. 
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Abstract  
Succinic acid is a C4-dicarboxylic acid has been recognized as one of the most 
important building-blocks chemicals compounds that can be utilized to synthesize a 
whole spectrum of valuable commodities. Currently, this chemical is mainly produced 
petro-chemically through hydrogenation of maleic anhydride, a process that is 
relatively expensive and contributes to environmental problems. The bio-based 
production of succinic acid through microbial fermentation has been extensively 
investigated worldwide. Fractional Factorial Experimental Design 25-1 was carried out, 
in order to verify which variables influenced the process. The factors analyzed and their 
levels were as follows: glucose concentration (19.29 - 42.45 g.L-1); yeast extract (5 -11 
g.L-1); temperature (33-41°C); pH (6-8) and stirring (100-300 rpm). By results, it can be 
verified that the variables that the most influenced succinic acid production were pH, 
yeast extract and temperature. The best conditions for succinic acid production were 
in the range from 37-41oC for temperature, concentrations of yeast extract up to 14 
g.L-1 and pH around 7.The maximum succinic acid reached was of 17.5 g.L-1.  
Keywords: succinic acid, optimization, Actinobacillus succinogenes 
 
4.1 INTRODUCTION 
 
Succinic acid, known as butanedioic acid is a dicarboxylic acid, it is 
considered a key chemical in the production of more than 30 commercially important 
products, it serves as a feedstock for the manufacture of many chemicals such as 1,4-
butanediol and tetrahydrofuran acid, adipic acid and gamma-butyrolactone via 
esterification reactions. Succinic acid and its derivatives are widely used as specialty 
chemicals for applications in the food, pharmaceutical and cosmetics (DESSIE et al., 
2018b; SONG and LEE, 2006; ZEIKUS et al., 1999). 
Currently most of the succinic acid is produced commercially by chemical 
synthesis involving hydrolysis of petroleum derivative products, which is associated to 
process not environmentally friendly (PINAZO et al., 2015). However, attention has 
been newly focused on the fermentative production of succinic acid by anaerobic or 
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facultative anaerobic microrganism, as an alternative to chemical process (ISAR et al. 
2006; SONG et al. 2,007; LIU et al, 2008). 
 According to Willke and Vorlop (2004) the fermentative production of 
succinic acid from renewable sources can be more cost-effective than the 
petrochemical process. And added up that this process can be considered as a green 
technology, not only because of the use of renewable sources, but also because the 
greenhouse gas, CO2, is fixed during the fermentative production of succinic acid, thus 
providing a further benefit (SONG and LEE, 2006). 
Nutritional and physiological factors such as initial concentration of sugar, 
nitrogen source, inoculum size, carbonate ion concentration, carbon dioxide 
availability, pH and temperature of process are reported as the most critical factors that 
affect both cell growth and production of succinic acid (HERSELMAN et al., 2017; 
AGARWAL et al. 2007; LEE et al. 1999a, b).  
A nitrogen source is an essential ingredient in the medium (XI et al., 2013). 
A. succinogenes is a fastidious organism that requires complex nutrients, such as 
amino acids and vitamins for cell growth (DU et al., 2007). Poor growth of A. 
succinogenes was observed and little organic acid accumulated in the broth without 
supplementation by a nitrogen source, mainly yeast extract (CHEN et al., 2010; DU et 
al., 2007). 
To develop a process at maximum production of succinic acid must design 
the process and standardize the production conditions and culture medium according 
to Zhu et al. (2012) and Isar et al. (2006a). 
The application of statistical experimental design techniques in 
development and optimization of bioprocesses has been extensively cited in scientific 
literature (BETIKU and TAIWO, 2015). It is a tool which can be used to understand 
complex bioprocesses to describe individual, cumulative and interactive effects of the 
tested variables on the process yield and hence in the economy of the process (BOX 
et al., 1978). 
Thus, the goal of this study was to optimize the variables to produce succinic 
acid from Actinobacillus succinogenes using a experimental design methodology. 
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4.2 MATERIAL AND METHODS 
 
4.2.1 Microorganism and Culture Medium 
The strain of A. succinogenes ATCC 55618, from the American Type 
Culture Collection-ATCC (Rockville, MD, USA), was maintained on agar slant TSA 
(Trypticase Soy Agar - BBL) at 4°C and 40 % glycerol at -18°C. The growth medium 
used contains the following components (in g.L-1 of deionized water): yeast extract 5.0, 
NaHCO3 10.0, NaH2PO4.H2O 8.5; K2HPO4 15.5. 
The carbohydrate solutions were added aseptically to the medium after 
autoclaved separately (final concentration according to the levels of the fractional 
factorial design - FFD). The pH was adjusted to 7.0 with 6 N HCl after sterilization.  
 
4.2.2 Culture Conditions  
The inoculum was performed in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 80 
mL of medium that has been inoculated with 10 mL of stock culture in 40 % glycerol. 
The cultivation was carried out in a rotary skaher at 37°C and 150 rpm for 
approximately 18 h (Marconi, Mod MA 830, Piracicaba, Brazil). 
The fermentations were performed in sealed anaerobic bottles containing 
30 mL of medium with CO2 in the gas phase. The medium was inoculated (after 
sterilized for 15 min at 121°C) with 5 % (v/v) inoculum and incubated according to the 
conditions of agitation, pH and temperature predetermined in the FFD and central 
composite rotatable design (CCRD) at 24 and 48 h, as described in the Tables 1 and 
4. 
 
4.2.3 Experimental Design Strategy for Succinic Acid Production 
Firstly was performed a fractional factorial design FFD 25-1 (with three 
replicates at the center point, totaling 19 runs) to evaluate the effects of the 
concentrations of glucose and yeast extract, agitation, temperature and initial pH on 
the response of succinic acid production. The real and coded levels of the variables 
studied are shown in Table 1. To analyze the statistical significance (p =10 %) and the 
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effect of each variable on the production of succinic acid and biomass, it was used the 
Statistic 5.5 software (Statsoft Inc. 2335 13th Street Easth Tusla, OK 74104, USA). 
The variables selected in FFD was carried out a central composite rotatable 
design (CCRD) with three replicates at the center point and six axial points (23 plus 
star configuration with 17 runs) to obtain a second-order model for the prediction of 
succinic acid titer (dependent variable) as a function of the variables studied 
(independent variables). The real and coded levels of the selected variables are given 
in Table 4. 
 
4.2.4 Analytical Methods 
 Cell growth was analyzed by optical density at 660 nm (OD660) with a 
UV-visible spectrophotometer (HACH, Mod DR/4000U, Colorado, USA). Cell mass 
was estimated using a standard curve of optical density versus cell dry weight. The 
residual glucose concentration was measured in the cell-free supernatant by the 
glucose oxidase-peroxidase method using an enzymatic kit (Laborclin, Pinhais, Brazil). 
Succinic acid was analyzed in HPLC (LaChrom ® Elite, 22350 VWR-Hitachi 
column oven International GmbH, Darmstadt, Germany) equipped with an ion-
exchange column Metacarb 67H (Varian, Palo Alto, USA), a column temperature was 
50°C and 0.005 N H2SO4 as mobile phase at a flow rate of 0.6 mL.min-1. 
 
4.3 RESULTS AND DISCUSSION 
 
4.3.1 Fractional Factorial Design (FFD) 
In order to select the key parameters for succinic acid production with A. 
succinogenes a fractional factorial design was performed. Table 1 presents the matrix 
of experiments design and the results obtained for succinic acid production at 24 and 
48 hours of fermentation. Analyzing these results, it is found that the concentration of 
succinic acid produced ranged from 0.49 to 13.69 g.L-1. The largest value obtained 
was in run 9, corresponding to the following conditions: glucose 19.29 g.L-1; yeast 
extract 11 g.L-1; 41°C, 100 rpm and pH 8 in a fermentation time of 48 h. 
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Table 1: Fractional fractorial design (25-1) matrix with coded and real values for the 
variables and responses of biomass and succinic acid. 
a glucose(g.L-1); b yeast extract (g.L-1); c temperature (0C); dpH; e agitation (rpm); fg biomass 
(g.L-1); hisuccinic acid (g.L-1) 
 
The biomass concentrations varied from 0.003 to 2.03 g.L-1. It was observed 
that in most assays there was a correlation between cell growth and the production of 
succinic acid (Table 1). 
Run X1a X2b X3c X4d X5e 
Xf 
(24h) 
Xg 
(48h) 
SAh 
(24h) 
SAi 
(48h) 
1 (+1)42.45 (+1)11 (+1)41 (+1)8 (+1)300 1.52 1.66 8.52 12.53 
2 (+1)42.45 (+1)11 (+1)41 (-1)6 (-1)100 0.50 0.50 1.26 2.26 
3 (+1)42.45 (+1)11 (-1)33 (+1)8 (-1)100 1.61 1.36 6.88 9.16 
4 (+1)42.45 (+1)11 (-1)33 (-1)6 (+1)300 0.75 0.13 1.26 10.24 
5 (+1)42.45 (-1)5 (+1)41 (+1)8 (-1)100 1.82 1.09 6.57 11.47 
6 (+1)42.45 (-1)5 (+1)41 (-1)6 (+1)300 0.05 <0.01 0.49 0.91 
7 (+1)42.45 (-1)5 (-1)33 (+1)8 (+1)300 1.09 1.06 9.27 9.18 
8 (+1)42.45 (-1)5 (-1)33 (-1)6 (-1)100 0.67 0.57 0.77 1.35 
9 (-1)19.29 (+1)11 (+1)41 (+1)8 (-1)100 1.73 1.61 11.72 13.69 
10 (-1)19.29 (+1)11 (+1)41 (-1)6 (+1)300 0.31 0.27 1.24 1.35 
11 (-1)19.29 (+1)11 (-1)33 (+1)8 (+1)300 2.03 1.63 11.67 12.67 
12 (-1)19.29 (+1)11 (-1)33 (-1)6 (-1)100 0.66 0.60 1.26 1.60 
13 (-1)19.29 (-1)5 (+1)41 (+1)8 (+1)300 0.23 0.32 9.83 12.91 
14 (-1)19.29 (-1)5 (+1)41 (-1)6 (-1)100 0.77 0.29 0.78 2.39 
15 (-1)19.29 (-1)5 (-1)33 (+1)8 (-1)100 1.82 1.13 3.60 9.74 
16 (-1)19.29 (-1)5 (-1)33 (-1)6 (+1)300 0.15 0.12 0.96 1.15 
17 (0)30.87 (0)8 (0)37 (0)7 (0)200 1.35 1.19 9.78 9.45 
18 (0)30.87 (0)8 (0)37 (0)7 (0)200 1.37 1.25 9.32 9.26 
19 (0)30.87 (0)8 (0)37 (0)7 (0)200 1.38 1.21 9.29 9.53 
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In order to determine the influence of the most importante parameters, the 
effects of each variable on responses to succinic acid production and biomass were 
summarized in the Tables 2 to 5. 
 
Table 2: Effects estimated for the response succinic acid (24 h) from the results of the 
fractorial factorial design.  
 Effect Standard 
Error 
t(2) p-valor 
Average 5.59 1.21 4.62 0.0190 
Glucose -1.46 3.20 -0.71 0.6793 
YE 1.22 2.71 -0.87 0.6828 
Temperature  0.37 2.71 1.48 0.8991 
pHa 7.28 2.71 4.26 0.0744 
Agitation 1.52 2.71 0.31 0.6136 
a p < 0.10 
 
Table 3: Effects estimated for the response succinic acid (48 h) from the results of the 
fractorial factorial design.  
 Effect Standard 
Error 
t(2) p-valor 
Average 7.18 0.70 10.33 0.0003 
Glucose 0.46 1.84 0.25 0.5229 
YE 2.34 1.56 1.50 0.4522 
Temperature 0.84 1.56 0.54 0.3151 
pHa 9.31 1.56 5.97 0.0054 
Agitation 0.61 1.56 0.39 0.3073 
a p < 0.10 
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Table 4: Effects estimated for the response biomass (24 h) from the results of the 
fractorial factorial design.  
 Effect Standard 
Error 
t(2) p-valor 
Average 1.04 0.09 11.90 0.0000 
Glucose 0.04 0.19 0.20 0.8422 
YE 0.32 0.19 1.64 0.1242 
Temperature -0.23 0.19 -1.21 0.2472 
pHa 0.99 0.19 5.23 0.0001 
Agitationa -0.43 0.19 -2.26 0.0416 
a p < 0.10 
 
Table 5: Effects estimated for the response biomass (48 h) from the results of the 
fractorial factorial design.  
 Effect Standard 
Error 
t(2) p-valor 
Average 0.84 0.07 11.51 0.0000 
Glucose 0.05 0.16 0.32 0.7529 
YEa 0.39 0.16 2.48 0.0273 
Temperature -0.11 0.16 -0.66 0.5167 
pHa 0.92 0.16 5.77 0.0000 
Agitation -0.24 0.16 -1.53 0.1502 
a p < 0.10 
 
The pH was the variable with the highest effect on the production of succinic 
acid and biomass, since this parameter had significative effect (p <0.1) in 24 and 48 
hours of fermentation. The effect was positive, that is, to be an increase in succinic 
acid production and biomass formation must increase the initial pH value of the 
medium. 
According to Agarwal, et al., 2007 the pH is an important factor that effects 
both growth and growth-associated production of molecules. Succinic acid production 
is a CO2 fixing process (LEE et al., 1999) and the pH of the medium affects the solubility 
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and availability of the CO2, it is therefore most critical fator affecting succinic acid 
production (JIANG et al., 2017; SAMUELOV et al., 1991). 
The temperature variable was not significant at p <0.10, but pointed out that 
should work in higher temperature levels so that there is greater production of succinic 
acid. There are three advantages: the fisrt is because to cool a tank of industrial 
production is a costly operation, the second is that higher temperatures can be reached 
with the reaction heat generated by microorganisms and the last is the possibility of 
working in a wide temperature range. However, it should be remembered that the 
solubility of the gases decreases with increasing temperature. In addition, Xi et al. 
(2011) evaluated the effect of temperature on CO2 fixation and found 37°C as the 
optimum for succinic acid production. 
Evaluating all the results of the statistical analysis for succinic acid and 
biomass, the CCRD will be done with the following variables: pH, temperature and 
yeast extract.  
The pH because it was the factor that most influenced the production of 
succinic acid. For this, redefined to study range for 7-10. The temperature although not 
significant, showed high effect values. Therefore will be kept range of study and adding 
the axial points.  
At last, yeast extract was also screened to be a key factor because it 
affected cell growth directly as the nutrient .Lee et al., 1999 reported that the design of 
culture medium, in particular complex nitrogen sources, is importante for the 
successful cultivation of anaerobic bacteria and production of their metabolites. In 
addition, according to Liu et al. (2008) the nitrogen source is responsible for the best 
growth of A. succinogenes. Moreover Zhu et al. (2012) cited that yeast extract contains 
many trace substances, such as folic acid, pantothenic acid, biotin, and vitamin B1, 
B2, B6, and B12. This may be the important reason why many kinds of vitamins could 
be omitted meanwhile the succinic acid could efficiently be accumulated. 
The variable agitation was not found to be significant for the succinic acid 
production but it was significative for biomass in 24 h. Similar result was reported by 
Bevilaqua et al. (2015) and Xi et al. (2011). Unlike other anaerobic fermentations, the 
succinic acid anaerobic fermentation process needs fixed CO2. Therefore, changing 
the stirring speed can affect the gas-liquid contact area of CO2 gas and the 
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fermentation broth, affecting the rate of CO2 fixation (XI et al., 2011). Variables glucose 
and agitation will be set at 19.29 g.L-1 and 100 rpm, respectively. 
In the FFD experiments, the samples were taken in 24 h and 48 h, and it 
was not observed a significative increase on the succinic acid production, mainly 
regarding to productivity. Because of this the CCRD experiments were conducted up 
to 24 h. Bukhari et al. (2019), Dessie et al. (2018a) and Salvachúa et al. (2016) also 
observed that succinic acid production reach the maximum around 17–24 h with no 
further increment in 48 h. 
This is probably related to pH. There is a difficulty in controlling pH in flask 
experiments. The concentration of salts of phosphate and NaHCO3 probably were not 
enough to buffer the medium, as well as providing the necessary CO2 to the process. 
Tan et al. (2018) mentioned that the pH stability determined the extent of serum-bottle 
fermentation due to the absence of an external pH controller.  
In studies by Cimini et al. (2016) found an improvement in the results of 
succinic acid production when compared to the results obtained in bottles with the 
results obtained in bioreactors, according to them this enhancement could be attributed 
to two factors: the control of pH and/or the constant sparging of CO2 . 
 
4.3.2 Central Composite Rotatable Design (CCRD) for Succinic Acid Production 
The CCRD with the variables of concentration of yeast extract, temperature 
and pH and the results for succinic acid production are presented in Table 6. The 
highest concentrations of succinic acid were 17.5 g.L-1 for run 4 and 16.8 g.L-1 in the 
run 13, when the concentration of yeast extract, temperature e pH were 11.0 and 8.0 
g.L-1; 41 and 37°C; 7.6 and 7.0, respectively. The central point (runs 15-17) presented 
slight variation, indicating good reproductibility of the experimental data. 
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Table 6: Central composite design matrix with coded and real values for the variables 
and responses for succinic acid. 
 
The regression analysis of the data presented in Table 7 resulted in the 
follwing second-order polynomial equation 1. This equation represent succinic acid 
production as a function of statistically significant parameters (p<0.10). 
The independent variables; yeast extract, temperature and pH have 
significant effects on succinic acid production. The quadratic term of temperature, also 
have significant effects on succinic acid production. The quadratic terms for the yeast 
extract concentration and pH as well as interaction between variables were not 
significant (p<0.10) and thus were ignored and incorporated into the lack of fit.  
 
Succinic acid = 11,21 + 1,00Yeast extract + 1,31Temp - 1,80Temp
2 - 3,18pH Equation 1 
Run 
Yeast Extract 
(g.L-1) 
Temperature 
(oC) 
pH 
Succinic 
Acid - 24h 
(g.L-1) 
Predicted 
values 
(g.L-1) 
1 (-1) 5 (-1) 33 (-1) 7.6 6.50 10.81 
2 (+1) 11 (-1) 33 (-1) 7.6 11.00 11.75 
3 (-1)5 (+1) 41 (-1) 7.6 12.50 13.43 
4 (+1) 11 (+1) 41 (-1) 7.6 17.5 14.37 
5 (-1) 5 (-1) 33 (+1) 9.4 4.50 4.45 
6 (+1) 11 (-1) 33 (+1) 9.4 5.12 5.39 
7 (-1 )5 (+1) 41 (+1) 9.4 6.30 7.07 
8 (+1) 11 (+1) 41 (+1 )9.4 8.00 8.01 
9 (-1.68) 3 (0) 37 (0) 8.5 11.20 10.42 
10 (+1.68) 13 (0) 37 (0) 8.5 12.30 12.00 
11 (0) 8 (-1.68) 30 (0) 8.5 6.30 3.93 
12 (0) 8 (+1.68) 44 (0) 8.5 6.75 8.33 
13 (0) 8 (0) 37 (-1.68)7 16.80 16.55 
14 (0) 8 (0) 37 (+1.68)10 5.00 5.87 
15 (0) 8 (0) 37 (0) 8.5 10.80 11.21 
16 (0) 8 (0) 37 (0) 8.5 11.50 11.21 
17 (0) 8 (0) 37 (0) 8.5 11.10 11.21 
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The validity of the regression coefficients and mathematical models were 
checked by F test (ANOVA). The results of the analysis of variance are expressed in 
the Table 7. 
According to the F test value (9.40) the model is predictive, it was signicant 
(p=0.0001) and the regression equation obtained from the ANOVA indicated that the 
coeficiente of determination R2 was 0.86. This ensures a satisfactory adjustment of the 
quadratic model to the experimental data and indicates that approximately 86% of the 
variability in the dependente variable (response) could be explained by this model 
(ISAR et al., 2006a). In addition, the fit of the statistical model to the experimental data 
was confirmed by the predicted values (Table 6). 
The adjusted R2, which corrects the R2 value for the sample size and for the 
number of terms, was 0.81. The lack of fit F value = 16.03 - the lack of fit value was 
not significant in relation to the pure error (data not showed). Non-significant lack of fit 
indicated that the model was a good fit (SONG et al., 2007). 
 
Table 7: Analysis of Variance (ANOVA) for succinic acid after 24 hours of fermentation. 
Source of 
variation 
Sum of 
squares 
Degrees of 
freedom 
Mean 
squares 
F test R2 
Regression 113.52 4 28.38 9.40 0.86 
Residual 138.07 12 3.02   
Total 251.59 16    
p-value < 0.00001; F0.1; 4;12 Ftabulated) = 2.48; R2adj.=0,81 
 
Based on these observations, the model was used to generate the contour 
plot and response surface (Figure 1) for succinic acid. 
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 a 
b 
c 
Figure 1: Contour curve for succinic acid production by Actinobacillus succinogenes 
showing combination effects of (a) temperature and yeast extract, (b) pH and yeast 
extract, and (c) temperature and pH. 
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As can be seen in Figure 1, the best conditions for succinic acid production 
were in the range from 37-41oC for temperature, concentrations of yeast extract up to 
13 g.L-1 and pH around 7. 
Figure 1a shows the effects of yeast extract and temperature on the succinic 
acid production. It was observed improvement in succinic acid concentration when 
increased the amount of yeast extract for a range of temperature between 37-42°C. 
This same behaviour was seen by others authors (ZHANG et al., 2012; ZHU et al., 
2012; YU et al., 2010; LIU et al., 2008).  
Some authors related that bacteria that were isolated from bovine ruminal 
contents works better in high temperature.  In general, healthy cows should have a 
rumen temperature of 38-42°C and pH of 6 or 7. (JAE et al., 2009). 
Yu et al., 2010 and Liu et al., 2008 investigated the effects of some 
neutralizers for pH buffer in succinate fermentations. The authors concluded MgCO3 
gave higher succinic acid production and less by-product formation compared to others 
neutralizing. It is worth pointing that pH regulator culture medium used in these assays 
was NaHCO3. MgCO3 can not only control pH and provide CO2, but also supply the 
cofactor Mg2+ to PEP carboxykinase, which is the key enzyme, used to synthesize 
succinate during the fermentation (VAN DER WERF et al., 1997). 
Tan et al. (2018) demonstrated in experiments in flasks that increasing the 
concentration of 0 to 400 mM NaHCO3 added an increase of 4.4 g.L-1 to 19.1 g.L-1 of 
succinic acid. 
It is likely that to reach an optimum condition for succinic acid production, 
the NaHCO3 variable should have been included in the experimental design, since 
carbonate as a CO2 source is a crucial substrate in the anapleorotic reactions for the 
production of succinic acid besides serving as buffer to maintain the pH throughout the 
process (TAN et al., 2018; ZOU et al., 2011).  
Following information from the above authors probably to achieve maximum 
succinic acid production, the pH and addition of CO2 should be controlled and 
monitored throughout the process and this becomes difficult when tests are performed 
in vials. 
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Even though the optimal production range has not been reached, in some 
tests, succinic acid production was increased from 11.3 to 17.5 g.L-1, an improvement 
of more than 50%. 
 
4.4 CONCLUSION 
 
Through the experimental design tool, it can be verified that the variables 
that the most influenced succinic acid production were pH, yeast extract and 
temperature. The best conditions for succinic acid production were in the range from 
37-41oC for temperature, concentrations of yeast extract up to 13 g.L-1 and pH around 
7.The maximum succinic acid reached was of 17.5 g.L-1. 
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RESUMO  
O ácido succínico, metabólito comum de microrganismos, utilizado no mercado 
alimentício é produzido exclusivamente por via fermentativa e grande atenção tem 
sido dada para o uso de matérias-primas renováveis para esse fim. Este trabalho teve 
como objetivo determinar as variáveis que influenciam na produção de ácido succínico 
por via fermentativa utilizando a cepa Actinobacillus succinogenes (CIP 106512) por 
meio de um planejamento fatorial fracionário e testar diferentes arquiteturas de redes 
neurais artificiais para modelar esse processo. As redes neurais artificiais (RNAs) 
utilizadas possuem três camadas e foram do tipo Multilayer Perceptron (MLP), com o 
algoritmo de aprendizagem Backpropagation. Utilizaram-se 13 e 6 dados 
experimentais para a aprendizagem e teste das redes, respectivamente. Variaram-se 
os números de neurônios da camada intermediária, a taxa de aprendizagem e as 
funções de ativação. Após a avaliação das arquiteturas, verificou-se que a função de 
ativação sigmoidal apresentou um melhor desempenho comparada à tangente 
hiperbólica e que o número de neurônios e taxa de aprendizagem influenciam 
diretamente no erro. O modelo neural que apresentou o menor erro quadrático foi a 
rede com a função sigmoidal, taxa de aprendizagem 0,1 e 5 neurônios na camada 
intermediária. Com o desenvolvimento deste trabalho foi possível determinar as 
variáveis que mais influenciam na produção do ácido succínico e a construção do 
modelo neural para o processo.  
Palavras-chave: Biotecnologia. Inteligência artificial. Modelagem. Otimização.  
 
ABSTRACT  
The succinic acid is a microorganism common metabolite used in the food market 
which is produced exclusively by fermentation, and great attention has been given to 
the use of renewable raw materials aimed to determine the variables that influence the 
production of succinic acid by fermentation using Actinobacillus succinogenes strain 
(CIP 106512) through a fractional factorial design and to test different architectures of 
artificial neural networks to model this process. Artificial neural networks are madeof 
three layers and were the Multilayer Perceptron (MLP) type, with Backpropagation 
learning algorithm. Expmental data for learning and testing of networks were used, 13 
and 6, respectively. The number of neurons in the hidden layer, learning rate and 
activation functions was varied. After evaluation of architectures, it was found that the 
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sigmoidal activation function showed a better performance than the hyperbolic tangent 
and that the number of neurons and learning rate directly influence the error. The 
neural model with the lowest squared error was the network with the sigmoid function, 
learning rate 0,1 and 5 neurons in the intermediate layer. This work allowed 
determining which variables most influence in the succinic acid production and in the 
construction of the neural model for this process.  
Keywords: Biotechnology. Artificial intelligence. Modeling. Optimization. 
 
 
5.1 INTRODUÇÃO  
 
O ácido succínico é um ácido dicarboxílico considerado um dos mais 
importantes produtos químicos e pode ser usado como precursor do 1,4-butanodiol e 
tetraidrofurano (ZEIKUS; JAIN; ELANKOVAN; SONG; LEE, 2006). O ácido succínico 
e seus derivados possuem ampla aplicação como polímeros biodegradáveis, tintas, 
detergentes, reguladores de crescimento de plantas e aditivos alimentares (ZEIKUS; 
JAIN; ELANKOVAN, 1999; WU; ZHOU; YE, 2007). No entanto o ácido succínico 
utilizado no mercado de alimentos é produzido unicamente por processo fermentativo 
(GIACOMELLI et al., 2004).  
Este ácido é produzido industrialmente por meio de processo de síntese 
química a partir do butano, altamente poluente por ser baseado em petróleo, que é 
transformado em anidrido maleico, hidrogenado para anidrido succínico e hidratado 
para ácido succínico (GLASSNER et al., 1995). Pode ser obtido como intermediário 
do ciclo ácido tricarboxílico (TCA) e como um dos produtos de fermentação do 
metabolismo anaeróbico, pois é um metabólito comum formado pelas plantas, animais 
e microrganismos (NGHIEM et al., 1997; VALENTINE, 1999; LEE et al., 2002; MOON 
et al., 2004).  
As matérias-primas da produção de ácido succínico na indústria 
petroquímica são caras, não renováveis e causam sérios problemas de poluição. Por 
isso, grande atenção tem sido concedida à utilização de matérias-primas renováveis, 
mediante fermentação anaeróbica para a produção de ácido succínico, que está entre 
os produtos químicos de valor agregado a partir de biomassa (WERPY; PETERSEN, 
2004; DORADO et al., 2009; ZHENG et al., 2010; LI; SILES; THOMPSON, 2010; YU 
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et al., 2010). Segundo McKinlay, Vieille e Zeikus (2007), a produção de ácido succínico 
por fermentação a partir de recursos renováveis e de dióxido de carbono, um dos 
gases do efeito estufa, poderia ser mais rentável do que a produção de processos 
baseados em petróleo.  
Para a produção fermentativa de ácido succínico vários estudos já foram 
realizados e investigada uma grande variedade de microrganismos, como 
Mannheimia succiniciproducens (Kim et al., 2009), Actinobacillus succinogenes 
(GUETTLER; RUMLER; JAIN, 1999; URBANCE et al., 2003), Anaerobiospirillum 
succiniciproducens (NGHIEM et al., 1997), Escherichia coli (WU et al., 2007), 
Fibrobacter succinogenes S85 (NOUAILLE et al.; 2004), Corynebacterium glutamicum 
(OKINO et al.; 2008), e Aspergillus awamori e Aspergillus oryzae (DU et al., 2008). 
Para cada microrganismo foram utilizadas de diferentes fontes, segundo Guettler, 
Rumler e Jain (1999), entre as linhagens de produção de ácido succínico, o 
Actinobacillus succinogenes tem grande potencial porque pode converter diferentes 
fontes de carbono em ácido succínico. Entre esses microrganismos, o Actinobacillus 
succinogenes e o Anaerobiospirillum succiniciproducens têm sido mais intensamente 
estudados devido à sua capacidade de produzir uma quantidade relativamente grande 
de ácido succínico (SONG; LEE, 2006).  
A modelagem é uma ferramenta computacional que tem sido aplicada em 
diversos processos biotecnológicos (CHEN et al., 2000; MELEIRO; MACIEL FILHO, 
2000; TATJEWSKI, 2007; MELEIRO; ZUBEN; MACIEL FILHO, 2009; RIVERA et al., 
2010), em que é necessário considerar as não linearidades inerentes dos processos 
que apresentam dinâmica complexa. A aplicação de (RNA’s) na modelagem, 
otimização e simulação de processos tem crescido consideravelmente nos últimos 
anos, por serem modelos matemáticos que possuem estrutura e comportamento 
parecidos com o do cérebro humano (BRAGA; CARVALHO; LUDERMIR, 2007). Sua 
estrutura é formada por neurônios que são interligados entre si por canais de 
informação, chamados de interconexões. Estas, por sua vez, possuem um peso que 
armazena o conhecimento da rede e cada neurônio calcula os sinais enviados pelas 
interconexões que gera um novo peso enviado para a próxima camada.  
Os objetivos deste trabalho foram: determinar as variáveis que influenciam 
na produção de ácido succínico por via fermentativa utilizando a cepa Actinobacillus 
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succinogenes (CIP 106512) por meio de um planejamento fatorial fracionário e testar 
diferentes arquiteturas de redes neurais artificiais para modelar esse processo. 
 
5.2 MATERIAIS E MÉTODOS  
 
5.2.1 Produção de Ácido Succínico  
5.2.1.1 Microrganismo, meio de cultivo e obtenção do inóculo  
Para a realização dos experimentos, foi inoculada a cepa Actinobacillus 
succinogenes (CIP 106512), obtida do Instituto Pasteur (França), em ágar inclinado 
TSA (Trypticase Soy Agar – BBL) com os seguintes componentes para o seu 
crescimento (em g.L-1 de água deionizada): extrato de levedura 5,0; NaHCO3 10,0; 
NaH2PO4.H2O 8,5; K2HPO4 15,5.  
Depois do meio ser esterilizado, foi ajustado o seu pH para 7 com HCl 6N. 
Foram adicionadas assepticamente ao meio soluções de carboidratos previamente 
autoclavadas separadamente, em que as concentrações finais de cada meio são de 
acordo com os níveis do planejamento. 
 
5.2.1.2 Condições de cultivo  
Em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 80 mL do meio, foi inoculada 
a cultura do tubo com ágar inclinado. Esses meios de culturas foram mantidos em 
temperatura de 37 ºC e agitação de 150 rpm durante aproximadamente 16 h em 
incubadora refrigerada orbital, para a obtenção do inóculo.  
Para fazer as fermentações foram utilizados frascos de penicilina contendo 
30 mL de meio com CO2 na fase gasosa. Após o meio ser esterilizado por 15 min a 
121 ºC, foi inoculado com 5 % (v/v) de inóculo e incubado nas condições de agitação 
e temperatura de acordo com os níveis do planejamento por 24 h. 
 
5.2.1.3 Planejamento experimental 
Para verificar as variáveis que influenciam na produção de ácido succínico, 
foi utilizado um Planejamento Fatorial Fracionário (PFF 25-1) (com adição de três 
réplicas no ponto central, totalizando 19 ensaios), onde as variáveis são as 
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concentrações de glicose e extrato de levedura, temperatura, pH inicial e agitação e a 
resposta à produção de ácido succínico.  
Os níveis reais e codificados das variáveis estudadas são mostrados na 
Tabela 1. 
 
Tabela 1: Variáveis estudadas no planejamento fatorial fracionário e seus níveis 
codificados e reais. 
Variáveis 
Níveis 
-1 0 +1 
Glicose (g.L-1) – X1 19,29 30,87 42,45 
Extrato Levedura (g.L-1) – X2 5 8 11 
Temperatura (ºC) – X3 33 37 41 
pH inicial – X4 6 7 8 
Agitação (rpm) – X5 100 200 300 
 
 
5.2.1.4 Métodos analíticos  
O crescimento celular foi analisado por densidade ótica a 660 nm (OD660) 
com um espectrofotômetro UV-visível. A massa celular foi estimada usando uma curva 
padrão de densidade ótica versus peso de células secas. As concentrações de glicose 
residual e ácido succínico foram analisadas em HPLC (LaChrom Elite®, 22350 VWR-
Hitachi column oven International GmbH, Darmstadt, Germany) equipado com uma 
coluna de troca iônica Metacarb 67H (Varian, Palo Alto, USA) com temperatura da 
coluna de 50 ºC e 0,005N H2SO4 como fase móvel a um fluxo de 0,6 mL.min-1. 
 
5.2.2  Modelo Baseado em Redes Neurais Artificiais  
Para o desenvolvimento do modelo foram utilizadas redes neurais 
artificiais, do tipo Multilayer Perceptron Neural Network (MLP), principalmente pela sua 
arquitetura de fácil compreensão e uma forma matemática simples, o que resulta em 
uma ferramenta fácil para modelagem e otimização. A seguir são discutidos elementos 
topológicos importantes na construção do modelo neural. 
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5.2.2.1 Arquitetura da rede  
Em redes do tipo MLP o fluxo das informações segue a direção no sentido 
da entrada dos dados para a saída (forward) e consiste em três tipos de camadas 
(Figura 1). Primeiramente os dados do sistema vão para a camada de entrada e 
seguem para a camada intermediária que processa as informações e as envia até a 
camada de saída de dados, conforme as Equações 1 e 2.  
 
 
Figura 1: Camadas de Rede Neural Artificial. 
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Considerando um neurônio “i” da camada “k”, recebe um conjunto de 
informações “Xj(k- 1)”, correspondentes as saídas “nk-1” dos neurônios da camada 
anterior, ponderadas, cada uma, pelo correspondente peso da conexão “wi,j(k)”. O 
neurônio soma essas entradas ponderadas e o valor resultante é por sua vez somado 
a um limite interno de ativação, um bias que pode ser descrito por “wi,0(k)”. A esse sinal 
resultante, o neurônio “i” produz uma resposta “Xi(k)”, de acordo com uma função limite 
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ou função de ativação f(.), sendo normalmente aplicadas as funções sigmoidal ou 
tangente hiperbólica.  
Cada camada pode ter um número diferente de neurônios que são 
interligados por meio de parâmetros ajustáveis (pesos) que estão reunidos. Os 
neurônios das camadas de entrada e saída estão associados às condições iniciais e 
as respostas do sistema, respectivamente. O número de neurônios da camada 
intermediária é que vai determinar a complexidade da rede (HAYKIN, 2008). 
Aumentando o número de neurônios, tem-se uma maior complexidade da rede, o que 
pode exigir um maior tempo computacional para ajuste dos parâmetros. Dessa forma, 
estes devem ser avaliados para cada sistema, buscando otimizar a arquitetura da rede 
(STRAPASSON, 2003).  
Diversas pesquisas foram desenvolvidas na área de otimização de 
processos biotecnológicos comprovando que os dados obtidos mediante de um 
design de experimentos é suficiente para a construção de uma modelo neural eficiente 
(BAS; BOYAC, 2007; SARACENO et al., 2010).  
Para o desenvolvimento do modelo neural foram avaliadas arquiteturas de 
redes formadas por três camadas. A camada de entrada é composta por cinco 
neurônios e a camada de saída por um neurônio. As variáveis de entrada foram a 
glicose (X1), extrato de levedura (X2), temperatura (X3), pH inicial (X4) e agitação (X5); 
e a variável de saída foi o ácido succínico após um tempo de fermentação de 24 horas, 
conforme a Tabela 2. 
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Tabela 2: Planejamento Fatorial Fracionário 25-1 com os níveis das variáveis e 
resposta de ácido succínico. 
Ensaios 
Glicose 
(g.L-1) 
Levedura 
(g.L-1) 
Temperatura 
(ºC) 
pH 
Agitação 
(rpm) 
AS 24 h 
(g.L-1) 
Ensaio 1*  42,45 11 41 8 300 13,08 
Ensaio 2  42,45 11 41 6 100 3,84 
Ensaio 3  42,45 11 33 8 100 7,82 
Ensaio 4*  42,45 11 33 6 300 3,68 
Ensaio 5  42,45 5 41 8 100 10,50 
Ensaio 6  42,45 5 41 6 300 3,08 
Ensaio 7  42,45 5 33 8 300 7,36 
Ensaio 8*  42,45 5 33 6 100 2,38 
Ensaio 9*  19,29 11 41 8 100 11,99 
Ensaio 10  19,29 11 41 6 300 2,91 
Ensaio 11  19,29 11 33 8 300 4,07 
Ensaio 12  19,29 11 33 6 100 3,31 
Ensaio 13 *  19,29 5 41 8 300 13,47 
Ensaio 14  19,29 5 41 6 100 4,28 
Ensaio 15  19,29 5 33 8 100 9,54 
Ensaio 16*  19,29 5 33 6 300 3,94 
Ensaio 17*  30,87 8 37 7 200 9,56 
Ensaio 18  30,87 8 37 7 200 8,05 
Ensaio 19  30,87 8 37 7 200 9,51 
 
 
5.2.2.2 Aprendizagem da rede  
Aprendizagem é a modificação sistemática dos pesos sinápticos das 
conexões entre os neurônios das diversas camadas, de modo a armazenar o 
conhecimento apresentado à rede (HAYKIN, 1994).  
Para o treinamento das redes ambos os dados de entrada e saída foram 
escalados em um intervalo de 0,1 até 0,9. Para iniciar os pesos e biases utilizaram-se 
pequenos números randômicos. Subsequentemente, os pesos foram ajustados por 
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meio do algoritmo de aprendizagem backpropagation (BISHOP, 1995), baseado no 
método de gradiente descendente e implementado em Fortran.  
O algoritmo de aprendizagem apresenta basicamente duas etapas. Na 
primeira, os neurônios da camada de entrada são apresentados à rede, propagados 
pela camada intermediária por meio dos pesos até a camada de saída. A rede é 
fornecida com a resposta desejada para os sinais de entrada. A saída prevista di e a 
saída desejada ki(X) são comparadas com uma outra e o erro é calculado entre a saída 
prevista e a saída real. O critério de erro utilizado nesta rede é o erro quadrático médio. 
Na segunda etapa, o erro gerado pela saída é então retropropagado e os pesos das 
conexões reajustados proporcionalmente ao erro, o que dá o ajuste Δwj,i(k) no peso de 
uma conexão entre os neurônios j e i conforme a Equação 3: 
)1()()(
, 2
 kj
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k
ji Xw           (3) 
 
Onde    é a taxa de aprendizagem, )(ki  é o erro equivalente e i é um 
neurônio de saída ou um neurônio oculto. Para os neurônios de saídas 
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Onde η é a taxa de aprendizagem, ) (k i δ é o erro equivalente e i é um 
neurônio de saída ou um neurônio oculto. Para os neurônios de saídas, o erro 
equivalente ocorre pela Equação 4: 
Como não há saídas de destino para os neurônios ocultos, na Equação 5, 
a diferença entre saída de destino e real de um neurônio oculto i passa a ser a soma 
ponderada dos )1( kl  termos já obtidos para os neurônios l ligados à produção de i .  
Assim, de forma iterativa, começando com a camada de saída, o termo δ é 
computado para os neurônios em todas as camadas e atualiza o peso determinado 
para todas as conexões.  
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A taxa de aprendizagem η é um termo que influencia diretamente na 
escolha da melhor arquitetura da rede, pois relaciona a velocidade de aprendizagem 
da rede. Pode variar entre 0 e 1. 
O conjunto de dados utilizados para aprendizagem e teste das redes foram 
os 19 ensaios obtidos pelo planejamento fatorial fracionário, onde, destes 19 ensaios, 
14 foram usados para o treinamento e 5 para o teste da rede (conforme a Tabela 2).  
A Tabela 3 apresenta as diferentes arquiteturas testadas para 
determinação do modelo neural, com variações do número de neurônios na camada 
intermediária, a taxa de aprendizagem e a função de ativação. Para avaliar a 
performance das redes foram considerados os erros quadráticos de cada arquitetura. 
 
Tabela 3: Arquiteturas de redes estudadas para o modelo neural. 
Camada oculta 
Neurônios na 
camada oculta 
Função de ativação 
Taxa de 
aprendizagem 
1 2 -20 Sigmoidal 0,1 - 0,5 - 0,9 
1 2 -20 Tangente hiperbólica 0,1 - 0,5 - 0,9 
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Na Equação 6 ld  é de saída desejada e 
)(k
lX  é a predição das redes 
neurais, que neste estudo é a produção de ácido succinico. 
 
 
5.3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
5.3.1 Variáveis que Influenciam na Produção de Ácido Succínico  
Analisando os efeitos das variáveis na produção de ácido succínico de 
acordo com o planejamento fatorial fracionário, foi observado que as variáveis 
“glicose” e “extrato de levedura” apresentaram efeito negativo, (aproximadamente 
0,1), não significativo, indicando que deveríamos diminuir a concentração de ambas 
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no meio de cultivo. Os autores Lin et al. (2008) também relataram a diminuição 
significativa na produção de ácido succínico com a concentração de glicose acima de 
100 g/L. Em estudos anteriores, outras fontes de carbono foram usadas, obtendo-se 
quantidades relativamente grandes de ácido succínico, como arabinose, frutose, 
galactose, lactose, malse, xilose, sacarose, entre outras (ANDERSSON et al., 2007).  
As variáveis temperatura e pH foram as que apresentaram maior efeito 
sobre a produção de ácido succínico (2,57 e 6,24), indicando que devemos utilizar 
níveis maiores de temperatura (41 ºC) e pH (8). Van der Werf; Guettler e Jain (1997) 
relataram que células do crescimento foram afetadas negativamente em pH baixo, 
possivelmente refletindo maior necessidade de manutenção em menor valores de pH. 
Lee et al. (1999) também observaram que no aumento do pH para 7,2 houve uma 
diminuição no rendimento de ácido succínico.  
A variável agitação apresentou efeito negativo (-0,59), porém não 
significativo, devendo utilizar um menor nível de agitação para uma maior produção 
de ácido succínico (Tabela 4). De acordo com Borges, Souza e Pereira Junior (2010), 
as variáveis que mais influenciaram na produção de ácido succínico foram pH, 
temperatura e extrato de levedura. Em estudos realizados por Zhang et al. (2012), a 
produção de ácido succínico foi maior para os níveis de glicose e extrato de levedura 
mais altos, adicionando também carbonato de magnésio, com a finalidade de moderar 
a queda do pH durante a fermentação. 
 
Tabela 4: Efeitos estimados do planejamento fatorial fracionário 25-1 para a resposta 
de ácido succínico (24 horas). 
 Efeito Erro padrão t (2) p-valor 
Média  6,72 0,49 13,77 <0,0001 
Glicose  0,11 1,06 0,10 0,9205 
Extrato de levedura  0,10 1,06 0,09 0,9248 
Temperaturaa  2,57 1,06 2,42 0,0308 
pHa  6,24 1,06 5,87 <0,0001 
Agitação  -0,59 1,06 -0,55 0,5911 
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5.3.2 Construção do Modelo Neural  
A Tabela 5 apresenta os resultados do Erro Quadrado Médio, para as 
diferentes arquiteturas propostas (Tabela 3) utilizando como função de ativação a 
sigmoidal e tangencial.  
Observa-se que os menores erros quadráticos para a função sigmoidal, 
para as taxas de aprendizagem estudadas (0,1, 0,5 e 0,9), foram apresentados com 
redes formadas com 8, 15 e 15 neurônios na camada intermediária.  
Os resultados do erro quadrático para a função de ativação tangente 
hiperbólica também são apresentados na Tabela 5 e pode-se observar que os valores 
dos erros são maiores comparados com a função sigmoidal. Os menores erros 
quadráticos para as taxas de aprendizagem estudadas (0,1, 0,5 e 0,9), foram 
apresentados com redes formadas com 5,15 e 20 neurônios na camada intermediária.  
Dessa forma, pode-se observar que comparando o elemento topológico 
“taxa de aprendizagem”, quanto maior for o valor deste elemento, maior será o número 
de neurônios necessários na camada intermediária, para a rede apresentar menores 
erros. Além disso, o aumento no número de neurônios na camada intermediária não 
significa uma diminuição do erro analisado, pois este aumento gera uma maior 
complexidade da rede. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO 5  – REDES NEURAIS ARTIFICIAIS APLICADAS PARA O ESTUDO DA PRODUÇÃO DE ÁCIDO SUCCÍNICO   87 
 
Tabela 5: Erro médio quadrático para as arquiteturas estudadas. 
 Sigmoidal Tangente hiperbólica 
Neurônios da 
camada intermediária 
η = 0,1 η = 0,5 η = 0,9 η = 0,1 η = 0,5 η = 0,9 
2 0,3389 0,3085 0,4450 0,0776 0,1673 0,2928 
3 0,1621 0,1787 0,1803 0,0954 0,3887 3,6081 
4 0,1557 0,1807 0,0875 0,1010 0,2444 4,7127 
5 0,0094 0,0708 0,0600 0,0269 2,4258 3,7710 
6 0,0123 0,0871 0,0765 0,5195 3,7614 0,4369 
7 0,0356 0,1652 0,1028 1,4567 3,3246 3,7002 
8 0,0298 0,0792 0,0633 0,6649 2,5582 0,2501 
9 0,0804 0,0747 0,0689 0,8234 0,1875 3,7672 
10 0,0576 0,0883 0,0996 1,7970 0,2468 6,9395 
11 0,0567 0,0835 0,0670 1,3971 4,3786 3,5842 
12 0,0466 0,0733 0,0675 1,5178 3,4638 3,7710 
13 0,0504 0,0731 0,0565 1,7358 6,4516 5,3256 
14 0,0419 0,0778 0,0621 2,2367 3,5165 5,3256 
15 0,0205 0,0452 0,0503 2,7732 0,1325 5,3256 
16 0,0391 0,0818 0,0621 2,6417 4,7299 5,3256 
17 0,0159 0,1003 0,1386 2,6430 3,5825 1,9915 
18 0,0308 0,0778 0,0524 2,8925 3,5842 1,9915 
19 0,0357 0,0775 0,0646 1,8624 3,4939 8,4947 
20 0,0384 0,0654 0,0723 1,5076 4,6875 0,2501 
 
 
O menor erro quadrático foi observado para a rede com a função sigmoidal, 
cinco neurônios na camada intermediária e taxa de aprendizagem 0,1, sendo esta a 
topologia escolhida para representar o modelo neural, formado pelas cinco entradas 
(glicose, levedura, temperatura, pH e agitação) e uma saída (ácido) (Figura 2).  
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Figura 2: Arquitetura do Modelo Neural. 
 
A Figura 3 mostra a comparação dos valores experimentais e dos valores 
gerados pelo modelo neural selecionadodo. Pode-se observar que a rede conseguiu 
representar o processo com um alto valor do coeficiente de determinação (R² = 
99,38%), demonstrando que o modelo neural teve um ótimo ajuste, pois os valores 
gerados estão muito próximos dos valores reais. 
 
 
Figura 3: Comparação dos dados reais e simulados pelo modelo Neural. 
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5.4 CONCLUSÃO  
 
Para uma otimização da produção de ácido succínico, de acordo com o 
planejamento fatorial fracionário, concluímos que as variáveis temperatura e pH 
apresentaram maior influência, devendo utilizar para os meios de cultura os maiores 
níveis de temperatura e pH, 41 ºC e 8, respectivamente.  
Para as arquiteturas estudadas se pode concluir que no processo 
estudado, a função de ativação sigmoidal apresentou um melhor desempenho 
comparada à tangente hiperbólica. Quanto menor for a taxa de aprendizagem 
(velocidade) menores os erros quadráticos apresentados e menor o número de 
neurônios necessários na camada intermediária, para um número fixo de iterações. 
As melhores arquiteturas para as funções de ativação sigmoidal e tangente hiperbólica 
foram com taxa de aprendizagem de 0,1 e 5 neurônios na camada intermediária. A 
rede escolhida para representar o modelo neural é composta por cinco neurônios na 
camada intermediária, função de ativação sigmoidal e taxa de aprendizagem de 0,1. 
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6.1. DISCUSSÃO GERAL 
 
Neste capítulo é apresentado uma discussão geral dos resultados 
reportados nos Capítulos 3 a 5, visando sintetizar as informações obtidas neste 
trabalho.  
Nesta etapa (Capítulo 3) primeiramente foi avaliada qual a melhor razão 
C:N para o microrganismo A. succinogenes atingir a máxima produção de ácido 
succícinico. Este estudo foi dividido em 3 etapas pois foram testadas 3 fontes de 
carbono: glicose, xilose e sacarose. Estas fontes de carbono foram escolhidas pois a 
intenção inicial do trabalho era no futuro utilizar hidrolisados resíduos agroindustriais 
ou até mesmo xarope de cana de açúcar como fontes de carbono. Para calcular os 
valores das concentrações das fontes de carbono e nitrogênio que forneceram as 
concentrações de C e N requeridas no estudo, primeiramente, foram determinadas as 
quantidades de carbono e nitrogênio da glicose e extrato de levedura (EL), 
respectivamente. A quantidade de carbono na glicose foi baseada na fórmula química 
da glicose (C6H12O6) sendo 40% de C. Assim as quantidades de carbono foram 
calculadas multiplicando-se a concentração de glicose por 40%. O conteúdo de 
nitrogênio do extrato de levedura foi determinado e obteve-se o valor de 12,35% de 
nitrogênio. A quantidade de nitrogênio foi calculada da mesma forma que a anterior, 
multiplicando a massa de extrato de levedura por 12,35%. Neste estudo foram fixadas 
as quantidades de extrato de levedura em todos os experimentos e variada somente 
a concentração das fontes de carbono, para assim obter-se as razões de C:N 
requeridas.  
Foram testadas 10 diferentes razões de C:N para cada um dos açúcares. 
Estas razões variam de 2,5:1 até 35:1. Para se obter estas razões C:N fixou-se a 
concentração da fonte de nitrogênio em 5 g.L-1, que no caso foi extrato de levedura, e 
variou-se a concentração da fonte de carbono. Ao final do processo mediu-se a 
concentração de biomassa obtida, concentração de ácido succínico e o residual do 
açúcar testado.  
Os resultados mostraram que a fonte de carbono preferida pelo A. 
succinogenes na qual se atingiu as melhores concentrações de ácido succínico foi a 
glicose. No entanto as melhores concentrações de biomassa foram alcançadas 
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quando se utilizou xilose como fonte de carbono. Além disso observou-se que houve 
limitação do crescimento celular em baixas razão de C:N para todos as fontesde 
carbono estudadas. Não houve inibição do crescimento celular nas maiores razões 
C:N, nos quais utilizou-se concentração de açúcares maiores do que 55,0 g.L-1. 
A máxima concentração de ácido succínico obtida foi de 7,5 g.L-1 para 
glicose e correspondeu a razão C:N de 12,5:1. Avaliando estatisticamente este 
resultado não foi diferente dos obtidos nas razões C:N de 15:1, 20:1 e 25:1, indicando 
outras valores de razão C:N nos quais pode se obter máxima produção de ácido 
succínico. 
Na segunda etapa do trabalho (Capítulo 4) verificou-se a influência das 
concentrações de glicose e extrato de levedura, agitação, temperatura e pH na 
produção de ácido succínico e para isso utilizou-se como ferramenta o Delineamento 
Fatorial Fracionário (DFF) 25-1 (com adição de três réplicas no ponto central, 
totalizando 19 ensaios. Os resultados obtidos demonstraram que a única variável que 
tinha efeito, estatisticamente, significativo foi o pH, mas para dar continuidade ao 
trabalho foi incluída as variáves concentração de extrato de levedura e temperatura. 
A temperatura porque apresentou valores altos de efeito e tem influência na 
solubilidade do CO2 no meio de cultura. O extrato de levedura foi mantido pois vários 
autores relataram a importância do nitrogênio no crescimento celular de bactérias 
anaeróbias e na produção do ácido succínico. As variáveis concentração de glicose e 
agitação foram mantidas nos seguintes valores: 19,29 g.L-1 e 100 rpm. 
Com as variáveis selecionadas no DFF, foi aplicado um Delineamento 
Composto Central Rotacional (DCCR) com três replicatas no ponto central e seis 
pontos axiais (25-1 mais configuração estrela, totalizando 19 ensaios) e as melhores 
condições para produção de ácido succínico foram; temperatura na faixa de 37-41°C, 
concentração de extrato de levedura de 14 g.L-1 e pH ao redor de 7. A máxima 
produção de ácido succínico obtida foi de 17.5 g.L-1. 
Os resultados com a fonte de carbono xilose foram finalizados até a etapa 
do Delineamento Fatorial Fracionário. Os testes realizados no DCCR não 
apresentaram concentrações diferentes entre si. Isso ocorreu, pois, o microrganismo 
utilizado A. succinogenes parou de produzir. Foram realizadas repetições e não foi 
CAPÍTULO 6 - DISCUSSÃO GERAL    97 
 
possível detectar a formação de ácido succínico. E, por esse motivo não foram 
incluídos os resultados do Deliamento com xilose no Capítulo 4. 
O Capítulo 5 testou-se diferentes arquiteturas de redes neurais artificiais 
para modelar esse processo de produção de ácido succínico. Após a avaliação das 
arquiteturas, verificou-se que a função de ativação sigmoidal apresentou um melhor 
desempenho comparada à tangente hiperbólica e que o número de neurônios e taxa 
de aprendizagem influenciaram diretamente no erro. Quanto menor for a taxa de 
aprendizagem (velocidade) menores os erros quadráticos apresentados e menor o 
número de neurônios necessários na camada intermediária, para um número fixo de 
iterações. O modelo neural que apresentou o menor erro quadrático foi a rede com a 
função sigmoidal, taxa de aprendizagem 0,1 e 5 neurônios na camada intermediária.  
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7.1. CONCLUSÃO GERAL 
 
As melhores razões C:N para atingir as melhores produções de ácido 
succínico utilizando-se glicose como fonte de carbono foram de: 1:12,5; 1:15; 1:20 e 
1:25. Quando utilizou-se xilose ou sacarose como fonte de carbono pode-se utilizar 
uma faixa mais ampla de razões C:N. 
As variáveis que mais influenciaram o processo de produção de ácido 
succínico foram: pH, temperatura e concentração de extrato de levedura. As melhores 
condições para produção de ácido succínico foram temperatura na faixa de 37-41°C, 
concentração de extrato de levedura acima de 14 g.L-1 e pH ao redor de 7. 
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